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A influência combinada de estilo de vida somada ao controle de fatores de risco 
padrão, como obesidade, tabagismo, consumo de álcool e sedentarismo vem ganhando cada 
vez mais importância para a manutenção da saúde periodontal e ausência de cárie. Na 
endodontia, contudo, nenhum estudo verificou o efeito em relação ao microbioma dos canais 
radiculares. Dessa forma, este estudo tem como objetivo avaliar o perfil microbiológico e 
endotóxico da periodontite apical assintomáticas (PA) de participantes com obesidade e 
tabagistas e sua realação com o reparo da região periapical . Um total de 30 dentes com PA 
assintomática foram incluídos no presente estudo. Amostras microbiológicas e de endotoxinas 
(LPS) foram coletadas dos dentes de 3 grupos (n=10), de acordo com a condição do paciente: 
pacientes com obesidade (GO), pacientes tabagistas (GT) e pacientes com estilo de vida 
saudável (GS). As amostras microbiológicas foram avaliadas pelo método do checkerboard e 
Nested-PCR. O LPS foi quantificado pelo teste de Limulus Amoebocyte Lysate (LAL). Os 
dados coletados foram introduzidos em uma planilha de cálculo e estatisticamente analisados 
usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). ODDS Ratio ou risco foi 
empregado para classificar as associações positivas (ODDS Ratio ≥2,0) ou associações 
negativas (ODDS Ratio ≤0,5). O teste de Friedman foi realizado para comparar a quantidade 
de endotoxina inicial e após o PQM. Os dados de proservação qualitativos foram expressos 
como frequências absolutas (n) e relativas (%). Os níveis de significância foram sempre 
definidos em 5% (p <0,05).   Pelo checkerboard, bactérias foram detectadas em todas as 
amostras iniciais, com média do número de 10 espécies nas amostras iniciais para o GO, 18,8 
espécies para o GT e 17,5 espécies para GS. Após o preparo químico-mecânico (PQM), houve 
redução de 32% das espécies em GO, 71% em GT e 54% em GS. Pelo Nested-PCR, 
microrganismos foram igualmente detectados em todas as amostras iniciais, com média de 
espécies de 4,5 para GO, 6,4 para GT e 9,8 para GS. Após o PQM, houve redução de 76% no 
GO, 92% no GT e 73% no GS. Além disso, os resultados mostraram que pacientes obesos 
apresentam maiores níveis de LPS iniciais, quando comparados com pacientes tabagistas e 
saudáveis (p<0,05). Conclui-se que tanto a composição da microbiota, quanto o número de 
espécies, e os níveis de LPS, são dependentes da condição sistêmica do paciente. O PQM foi 
efetivo na redução dos níveis de espécies microbianas e LPS em todos os grupos estudados. 
Não houve diferenças estatisticas significantes quanto ao índice de cura entre os participantes 
do GO e GT . Os pacientes do GS apresentaram os melhores índices de cura. 






Modern lifestyle along with standard risk factors such as obesity, smoking, 
alcohol consumption and sedentary lifestyle have been playing an important role on 
maintaining periodontal health and absence of caries. In endodontics, however, no study 
verified these variables in relation to root canal microbioma. Therefore, this study aims to 
evaluate the microbiological and endotoxic profile of asymptomatic apical periodontitis (PA) 
of participants with obesity and smokers and its relation with the periapical region repairs. A 
total of 30 teeth with asymptomatic AP were analysed in the present study. Microbiological 
and endotoxin (LPS) samples were collected from the teeth of 3 groups (n = 10) according to 
the patients conditions: obese patients (OG), smoking patients (SG) and healthy patients 
(HG). The microbiological samples were evaluated by the checkerboard and Nested-PCR 
method. LPS was quantified by the Limulus Amoebocyte Lysate (LAL) test. The collected 
data were entered into a spreadsheet and statistically analyzed using SPSS for Windows 
(SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). ODDS Ratio or risk was used to classify positive 
associations (ODDS Ratio ≥2.0) or negative associations (ODDS Ratio ≤0.5). The Friedman 
test was performed to compare the amount of endotoxin before and after the PQM. Healing 
result data were expressed as absolute (n) and relative (%) frequencies. Significant levels 
were always defined as 5% (p <0.05). Checkerboard detected bacteria in all initial samples 
with an avarage number of species of 10 in the initial samples for OG, 18.8 species for SG 
and 17.5 species for HG. After the chemical-mechanical preparation (PQM) there was a 
reduction by 32% of the species in OG, 71% in SG and 54% in HG. Nested-PCR also 
detected microorganisms in all initial samples with an average of species of 4.5 for OG, 6.4 
for SG and 9.8 for HG. After the PQM, there was a reduction by 76% in OG, 92% in SG and 
73% in HG. In addition, the results showed that obese patients presented higher levels of 
initial LPS when compared to smoking and healthy patients (p <0.05). It is concluded that the 
composition of the microbiota, as well as the number of species, and the levels of LPS are 
dependent on the patient’s systemic condition. The PQM was effective in reducing the levels 
of microbial species and LPS in all the studied groups. There were no statistically significant 
differences in the cure rate among OC e SG. HS patients presented the best cure rates. 
Keywords: obesity, smoking, life style, microbiota, endodontics.  
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A Periodontite Apical (PA) é um processo inflamatório em torno do ápice de uma 
raiz e pode ser considerada como uma sequela da infecção microbiana do espaço pulpar não 
controlada (Kakehashi et al.,1965). Dentre as principais causas de infecção pulpar primária, 
podemos citar a presença de cáries não tratadas, exposição pulpar decorrente de trauma físico, 
força mastigatória e contaminação via túbulos dentinários associados à doença periodontal 
(DP) (Ørstavik e Pitt Ford, 2007).  
As infecções endodônticas são mistas e polimicrobianas semi-específicas, 
podendo haver microrganismos de difícil ou mesmo impossível cultivo, subestimando a 
presença de determinadas espécies por essa técnica, principalmente as bactérias fastidiosas 
(Vianna et al., 2005). Contudo, métodos moleculares de identificação microbiana são bem 
específicos, inclusive para detectar microrganismos incultiváveis, levando a uma 
caracterização mais acertiva de patógenos endodônticos suspeitos e de novas espécies 
(Siqueira e Rôças, 2003abcde). Dessa forma, o emprego desses métodos pode ser útil para o 
diagnóstico, prognóstico, determinação da terapia a ser utilizada, e até mesmo na avaliação da 
suscetibilidade a doenças (Gomes et al., 2005). 
Dentre as técnicas moleculares, a técnica do checkerboard DNA-DNA 
Hybridization foi descrita inicialmente por Socransky et al. (1994). Caracteriza-se por ser 
rápida, com sensibilidade adequada e relativamente barata, superando várias limitações de 
abordagens que empregam cultura microbiana para o estudo das comunidades presentes em 
amostras clínicas (Sakamoto et al., 2005). Socransky et al. (2004) relatam ainda que a 
amostra, em sua totalidade, pode ser empregada, não havendo necessidade de amplificação 
prévia por PCR (reação em cadeia da polimerase de ampla faixa). Esse método permite a 
hibridização, em um mesmo momento, de 28 amostras perante 43 diferentes sondas de DNA. 
Ao permitir a detecção da ocorrência de várias espécies em uma mesma reação, seu emprego 
torna-se interessante em estudos epidemiológicos (Siqueira e Roças, 2005a).  
Estudos têm sido publicados empregando a técnica do checkerboard DNA-DNA 
Hybridization para a análise da microbiota dos canais radiculares com infecção primária 
(Sassone et al., 2008ab; Martinho et al., 2014), abscessos periapicais (Siqueira et al., 2001) e 
mesmo para a caracterização da microbiota presente antes e após o preparo químico-mecânico 
e após aplicação de medicamentos intracanal (Vianna et al., 2008). Considerando que a 
infecção endodôntica é polimicrobiana, na qual o perfil microbiano varia de paciente para 
18 
paciente, este método é válido para conhecer as diferenças e semelhanças entre os casos a 
serem estudados, permitindo melhor conhecimento desse ecossistema complexo.  
Outro método molecular que permite amplificar uma cópia de um gene em 
milhões para bilhões de cópias é o  PCR descrito por Mullis et al. (1994). O resultado é 
exponencial de novos produtos de DNA, sendo de sensibilidade incomparável. Baseia-se na 
replicação in vitro de DNA por meio de ciclos repetitivos de desnaturação, anelamento de 
primers e etapas de extensão. O produto gerado é verificado por eletroforese gel agarose e 
transluminação ultravioleta, utilizado para visualização. Ainda mais, utilizando-se Nested–
PCR, essa sensibilidade pode ser aumentada e possivelmente também a especificidade 
comparada com o PCR simples. O método utiliza o produto de uma amplificação primária por 
PCR como modelo, em uma 2ª reação de PCR (Mullis et al., 1994, McPherson e Moller, 
2000). Bactérias de difícil cultivo, como a bactéria Bacteroides forsythus, com este método, 
poderam ser identificadas em infecções endodônticas primárias, sugerindo assim o seu 
envolvimento como patógeno endodôntico (Siqueira e Rôças, 2003d). 
A resposta do hospedeiro a bactérias anaeróbicas Gram-negativas e seus produtos, 
tais quais lipopolissacarideos (LPS, endotoxinas), é um importante determinante para o início 
e progressão da doença endodôntica (Martinho et al., 2014, Marinho et al., 2012). Entre várias 
vias de defesa do hospedeiro, considerável interesse tem sido focado sobre as citocinas, não 
só como mediadores de defesa do hospedeiro contra bactérias invasoras, mas também como 
mediadores da destruição dos tecidos periapicais (Liu e King, 2013). A presença de LPS é 
capaz de ativar a liberação rápida de citocinas pelos monócitos/macrófagos (Hong et al., 
2004). Os tecidos periapicais  do canal radicular de dentes acometidos por infecções primárias 
apresentam altos níveis de citocinas- IL-1β e TNF-α e endotoxinas (Martinho et al.,2010a, 
Marinho et al., 2015), assim como em tecidos acometidos por DP (Tsai et al., 1995). 
Schilder (1974) já descrevia que o tratamento de escolha para propiciar o processo 
de cicatrização dos tecidos periapicais é a remoção de bactérias do canal radicular e seus 
subprodutos, por meio do preparo químico-mecânico durante o tratamento endodôntico do 
sistema de canais. No entanto, mesmo após um adequado protocolo de tratamento, as 
endotoxinas podem persistir nas paredes dos canais radiculares, independentemente dos 
microrganismos não estarem mais viáveis (Gomes et al., 2012).  
Apesar disso, atualmente, pouco se sabe sobre a capacidade da endotoxina 
residual, mantida após preparo químico-mecânico e obturação do sistema de canais, 
influenciar no prognóstico do tratamento endodôntico em longo prazo, especialmente nos 
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casos de concentrações reduzidas em dentes sem recontaminação, e adequadamente 
restaurados (Gomes et al., 2009).  
De acordo com o estudo in vivo de Martinho et al. (2010b), os LPS residuais 
encontrados (1,94%), após obturação, modulariam apenas temporariamente as defesas do 
hospedeiro de forma transitória e não deveria influenciar no resultado do tratamento. 
Contudo, perguntas ainda surgem quanto ao efeito citotóxico do resíduo bacteriano nos canais 
radiculares, principalmente da carga de LPS, em estar participando da perpetuação do 
processo inflamatório periapical e consequente insucesso no tratamento endodôntico (Hahn e 
Liewehr, 2007). 
Reconhecidamente os microrganismos da placa dentária, fatores genéticos e 
imunológicos, desempenham um papel importante na etiologia da doença periodontal (DP) e 
cárie dental (Kickbusch, 1986). A influência combinada de estilo de vida com fatores de risco 
padrão, como obesidade, tabagismo, consumo de álcool e sedentarismo vêm ganhando cada 
vez mais importância (Cinar et al., 2011). Buchwald et al. (2013) e Bertoldi et al. (2013) 
relatam uma associação positiva entre saúde periodontal e estilo de vida saudável. 
Segura-Egea et al. (2012) atestam a similaridade entre a DP e PA e, portanto, 
pode-se supor que os fatores de risco que afetam a DP podem também ter influência na PA. 
De acordo com Segura-Egea et al. (2012) os processos da inflamação endodôntica e 
periodontal têm fatores de similaridade importantes, como: i) ambos são processos crônicos; 
ii) ambos são infecções polimicrobianas e partilham uma microbiota em comum com 
predominância de bactérias anaeróbias Gram-negativas; e iii) ambos podem apresentar níveis 
elevados de citocinas liberados sistemicamente em manifestações clínicas agudas ou crônicas. 
Essas similaridades podem levar a crer que a periodontite apical assintomática (PA) está 
associada com os mesmos fatores de risco que estão associadas à DP. 
A obesidade é considerada uma doença crônica de importância global (Mathus-
Vliegen et al., 2007) e pode causar um estado inflamatório sistêmico geral, afetando os 
parâmetros metabólicos e imunológicos, podendo influenciar também a suscetibilidade à DP 
(Genco et al., 2005). Um dos mecanismos prováveis da correlação com o aumento à 
suscetibilidade à periodontite, segundo Van Dyke (2008), inclui a presença de um número alto 
de citocinas e de hormônios chamados adipocitocinas, derivados do tecido adiposo que 
modulariam a periodontite. Nishida et al. (2005) afirmaram também que essas substâncias 
bioativas, como o Fator de Necrose Tumoral – alfa (TNF-α), poderiam induzir as endotoxinas 
liberadas por microrganismos a causar injúria tecidual no periodonto. 
20 
O tabagismo tem sido alvo de inúmeras pesquisas, visto que é um fator de risco 
para a hipertensão arterial e também por estar associado à perda óssea na DP (Halperin et al., 
2008, Bergström et al., 2000). Dessa forma, poderia ser um fator de risco para PA, exercendo 
influência negativa sobre o periodonto apical dos dentes endodonticamente comprometidos, 
facilitando a extensão do processo de destruição óssea periapical e/ou interferindo na cura e 
reparo após o tratamento endodôntico (Krall et al., 2006; Segura-Egea et al., 2011).  
O tabagismo induz uma resposta inflamatória sistêmica crônica que pode persistir 
mesmo após o tabagismo ter cessado ativamente. Os tabagistas que utilizam mais do que 1 
maço de cigarro por dia apresentam os níveis de proteína C-reativa no soro aumentadas. Essas 
observações sugerem que, uma vez que a infecção bacteriana começa na polpa e nos tecidos 
adjacentes, os tabagistas têm menor probabilidade de limitar a destruição dos tecidos do que 
os não tabagistas (Schwartz e Weiss, 1991, Tracy et al., 1997). Baseado nesses achados, 
começou a ser investigado o papel do tabagismo no periodonto apical de dentes 
comprometidos endodonticamente. 
Duncan e Pitt Ford (2006), em revisão sistemática, concluem que há evidências 
conflitantes sobre o tabagismo aumentar a prevalência da PA e sua real influência na cura 
desses tecidos após o tratamento endodôntico. 
O estudo dessa forma levanta a questão, de como a obesidade e o tabagismo 
modulam a resposta imune no periapice (progressão da doença e reparo) e como atuam sobre 












2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 Fatores de Risco na Microbiota Endodôntica  
 
A microbiota endodôntica pode variar de acordo com a pressão do meio ambiente 
e fatores ambientais (Sundqvist 1992, Umeda et al., 1998). É bem conhecido que os tipos de 
microrganismos presentes na placa, fatores imunológicos e genéticos desempenham um papel 
importante na etiologia da DP. Os estudos agora estão sendo direcionados para a influência 
combinada de estilo de vida com os fatores de risco padrão (Kickbusch, 1986), como a 
obesidade, o tabagismo, consumo de álcool e sedentarismo (Rajala et al., 1980). Ultimamente, 
o conceito de estilo de vida melhorado está ganhando importância com referência à 




A obesidade é uma das principais preocupações de saúde pública em países 
desenvolvidos e em desenvolvimento. A obesidade pode ser definida como um índice de 
massa corporal (IMC), também chamado Índice de Quetelet ≥ 30 kg/m2. É a relação entre o 
peso corporal em kg e a altura do corpo em m2. A distribuição de gordura corporal também 
pode ser avaliada pela medida da circunferência da cintura. Por esse critério podem ser 
considerados obesos os pacientes do sexo masculino com mais de 102 cm e feminino com  88 
cm de circunferência abdominal (Expert Panel, 1998; Shah et al., 2015).  
A obesidade pode causar um estado inflamatório sistêmico geral, afetando os 
parâmetros metabólicos e imunológicos, aumentando a suscetibilidade à DP (Genco et al., 
2005). Um mecanismo de correlação inclui citocinas derivadas do tecido adiposo e hormônios 
chamados adipocitocinas que modulam a periodontite (Van Dyke, 2008). Essas substâncias 
bioativas, que incluem o Fator de Necrose Tumoral-α, podem induzir as endotoxinas e causar 
injúria nos tecidos, incluindo a degradação ao periodonto (Nishida et al., 2005; Saito e 
Shimazaki, 2007).   
Existem poucos estudos sobre o microbioma bucal em obesos e não obesos. 
Haffajee e Socransky (2009) compararam indivíduos periodontalmente saudáveis, com 
gengivite, e indivíduos com periodontite crônica. Os autores relataram que o número de 
Tannerella forsythia era significativamente maior em indivíduos obesos que sofriam de 
gengivite, e periodonto saudável, em comparação com outros grupos. Eles hipotetizaram que 
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o supercrescimento de T. forsythia pode ocorrer em indivíduos periodontalmente saudáveis 
que são obesos, colocando-os em risco para o início e progressão da periodontite. 
Goodson et al. (2009) reportaram que a bactéria Selenomonas noxia estava 
presente em níveis mais elevados nas mulheres com excesso de peso do que em mulheres não 
obesas. A relação com a DP não foi descrita neste estudo, no entanto, o estudo pode fornecer 
um pensamento sobre o possível efeito da flora oral endógena na obesidade. 
Estudo clínico realizado por Shah et al. (2015) investigaram o efeito da obesidade 
na DP em uma amostra de 80 pacientes divididos em 2 grupos: pacientes obesos e pacientes 
não obesos com idade variável de 20-50 anos. O exame periodontal consistiu da sondagem da 
profundidade da bolsa periodontal e do nível de inserção do sulco gengival. O índice de massa 
corporal (IMC) e a circunferência da cintura (CC) foram utilizados como indicadores de 
obesidade. Os dados indicaram relação significativa do IMC e CC com o nível de inserção do 
sulco gengival no grupo de obesos em comparação com os não obesos. Esses resultados 
sugerem que a obesidade geral e abdominal estavam positivamente associadas ao grau de DP 
na amostra de pacientes estudados. 
Benguigui et al. (2012) exploraram a ligação entre IMC e vários marcadores de 
saúde bucal em 186 pacientes franceses selecionados. Após ajuste para idade, sexo, 
escolaridade, tabagismo, atividade física, consumo energético e proteína C-reativa, os 
pacientes com maior IMC estavam associados com a falta de dentes, profundidade da 
soldagem de bolsa e índice de placa dental com diferenças estatisticamente significantes. 
A inter-relação entre infecção, tecido adiposo e sistema imune foi estudada 
também por Hegde e Dhurandhar (2013). Com uma revisão de literatura, os autores atestam 
que o excessivo tecido adiposo está relacionado a várias doenças crônicas, incluindo diabetes, 
doenças cardiovasculares e câncer, por atuarem em células do sistema imunológico. As inter-
relações do tecido adiposo e os vários microrganismos (MO) podem ser classificados: i) o 
efeito dos mo na expansão do tecido adiposo; ii) o efeito da expansão dos tecidos adiposos na 
infecção microbiana e iii) o papel do tecido adiposo na resposta imune. Os autores 
observaram que podem ocorrer várias alterações microbianas com a obesidade, por exemplo, 
o aumento do número de bactérias no intestino como Chlamydia pneumoniae, Helycobacter 
pylori em pacientes obesos. Os autores concluem que as infecções podem promover 
obesidade e a obesidade pode influenciar o prognóstico em resposta a certas infecções.  
Genco e Borgnakke (2013) realizaram uma revisão sistemática com metanálise 
sobre os fatores de risco da DP. Ao avaliar o fator obesidade, concluem que mais estudos 
longitudinais são necessários antes de determinar a obesidade como um fator de risco. No 
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entanto, existe evidência sugerindo que mudanças na resposta dos mediadores pró-inflamação 
e da resposta imunológica estejam associados com a obesidade, o que poderia contribuir com 
o aumento da susceptibilidade para a DP.  
Bertoldi et al. (2013) consideram a obesidade como uma desordem nutricional que 
está aumentando conforme o passar das décadas, gerando doenças sistêmicas e talvez 
aumentando a incidência de periodontite em pacientes até 50 anos de idade. 
Outros estudos do microbioma oral e intestinal em indivíduos com sobrepeso e 
obesidade, em comparação com indivíduos com peso normal, com e sem DP, são necessários 
para entender completamente até que ponto as diferenças nessa flora podem explicar o 
aumento da DP em indivíduos obesos (Genco e Borgnakke, 2013). 
Belström et al. (2014b) coletaram amostras de saliva estimuladas de 292 
participantes com baixos níveis de cárie dentária e periodontite, inscritos na Pesquisa de 
Exame de Saúde da Dinamarca (DANHES). As amostras foram analisadas para a presença de 
aproximadamente 300 espécies bacterianas por meio Human Microarray Microarray Oral 
Identification (HOMIM). Foi utilizado a presença e os níveis (valor médio de HOMIM) de 
sondas bacterianas como endpoints, a influência do consumo de dieta, estilo de vida e status 
socioeconômico no perfil de saliva bacteriana. Streptococcus e Veillonella foram os gêneros 
mais predominantes identificados. Streptococcus sobrinus e Eubacterium foram mais 
associados aos fumantes que aos não fumantes. Os parâmetros de idade, sexo, consumo de 
álcool, índice de massa corporal (IMC) e consumo de dieta não apresentaram influência 
estatística na composição do perfil bacteriano da saliva. Por outro lado, as diferenças no status 
socioeconômico foram refletidas pelos perfis bacterianos da saliva. 
Maciel et al. (2016) conduziram um estudo clínico avaliando o efeito da 
obesidade na composição da flora microbiana subgengival de pacientes com saúde 
periodontal ou com a presença de periodontite crônica. 166 pacientes participaram do estudo 
divididos de acordo com peso (normal x obeso) e condição periodontal. As amostras de 6 
biofilmes subgengival por paciente foram analizadas frente a 40 espécies bacterianas 
utilizando o checkerboard DNA-DNA hibridização. Os pacientes obesos com periodontite 
crônica apresentaram os níveis mais elevados e / maiores proporções de patógenos 
periodontais do que os pacientes não-obesos com periodontite crônica incluindo A. 
actinomycetemcomitans, E. nodatum, F. nucleatum ss vincentii, P. micra, P. intermedia, T. 
Forsythia, P. melaninogenica e T. Socranskii. As proporções da maioria destes patógenos, 
bem como C. rectus e E. corrodens, foram mais aumentadas nos locais doentes dos pacientes 
obesos do que não-obesos. A conclusão do estudo foi que a obesidade está associada ao 
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aumento dos níveis e proporções de patógenos periodontais, especialmente em pacientes com 
periodontite crônica. 
Wu et al. (2018) caracterizaram o microbioma salivar de 33 adultos com 
obesidade e 29 controles de peso normais usando sequenciamento de alto rendimento da 
região V3-V4 do gene 16S rRNA (Illumina MiSeq). Nenhum dos participantes selecionados 
tinha doenças sistêmicas, mucosas orais ou periodontais. O microbioma salivar do grupo 
obeso foi distinto daquele do grupo de peso normal. O microbioma salivar de pessoas 
periodontalmente saudáveis com obesidade apresentou uma diversidade e riqueza bacteriana 
significativamente menor em comparação com os controles. 
Todavia, estudos relacionando a obesidade com a microbiota endodôntica ainda 




O hábito de fumar cigarro tem sido associado à DP pelos estudos transversais e 
longitudinais que mostraram o efeito deletério do tabagismo no osso periodontal pela ação de 
mais de 4.000 toxinas (Bergström et al., 2000, Genco e Borgnakke 2013). Os efeitos adversos 
totais dentro das categorias são: i) microbiológico, com elevado número de P. gingivalis, 
Treponena denticola e T. forsythia; ii) redução do fluxo sanguíneo gengival, com fenômenos 
de vasoconstrição; iii) supressão das funções de leucócitos polimorfonucleares, macrófagos, 
linfócitos de célula T, anticorpos e imunoglobulinas A, G e M, o que gera respostas 
prejudicadas à infecção; iv) produção de citocinas principalmente IL-1 (Grossi et al., 1994; 
Grossi et al., 1995).  
O tabagismo induz uma resposta inflamatória sistêmica crônica que pode persistir 
mesmo após o tabagismo ter cessado ativamente. Os tabagistas que utilizam mais do que 1 
maço de cigarro por dia apresentam os níveis de proteína C-reativa no soro aumentadas. Essas 
observações sugerem que, uma vez que a infecção bacteriana começa na polpa e nos tecidos 
adjacentes, os tabagistas têm menor probabilidade de limitar a destruição dos tecidos do que 
os não tabagistas (Schwartz e Weiss, 1991, Tracy et al., 1997). Baseado nesses achados, 
começou a ser investigado o papel do tabagismo no periodonto apical de dentes 
comprometidos endodonticamente. 
O primeiro estudo associando o tabagismo à PA ocorreu em 2003 com um estudo 
radiográfico de Kirkevang e Wenzel, seguido por Bergström et al. (2004), Marending et al. 
(2005). Os estudos citados falharam em estabelecer uma relação causa-efeito entre tabagismo 
25 
e PA por não serem estudos longitudinais e sim transversais. Duncan e Pitt Ford (2006) 
realizaram uma revisão sistemática e avaliaram criticamente a literatura sobre o tema, 
concluindo que o fator de risco tabagismo na PA tem sido ignorado, embora não exista 
evidência clínica sobre a sua influência. Novos estudos longitudinais deveriam ser realizados 
para o correto entendimento do efeito do tabagismo para o tratamento endodôntico 
convencional e a cirurgia endodôntica. 
Entretanto, no mesmo ano, Krall et al. (2006) realizaram um estudo longitudinal 
dental a partir de um estudo prospectivo de painel fechado (saúde oral e sexo masculino) 
iniciado no ano 1968-73, envolvendo 1.231 homens entre 21 a 84 anos. Os participantes 
retornavam a cada 3 anos para controle clínico e radiográfico dental e para responder a um 
questionário, que incluía educação, frequência de escovação e uso de fio dental, e tabagismo. 
Essa análise englobou 28 anos de controle. Dos 1.231 homens inicialmente inscritos no 
estudo, 1.058 eram potencialmente elegíveis para essa análise, com base em ter 2 ou mais 
dentes no início do estudo. Durante um período de 1 ano, dois residentes endodontistas da 
Universidade de Boston, cada um treinado e calibrado, revisaram radiografias periapicais em 
série de uma amostra aleatoriamente ordenada dos elegíveis (n = 852) para determinar a 
presença ou ausência de tratamento endodôntico e radiolucência perirradicular. O conjunto de 
dados final consistiu em 811 participantes com pelo menos um exame de acompanhamento e 
informações completas sobre tabagismo, e destes, 385 participantes apresentaram 998 dentes 
com a presença de tratamento endodôntico. O resultado final do estudo mostrou que os 
tabagistas eram jovens, com poucos dentes remanescentes, alta porcentagem de dentes com 
cálculo e perda óssea, sugerindo que o tabagismo pode ter um papel causal ou 
comportamental no desenvolvimento de lesões que resultam no tratamento do canal radicular 
e, inversamente, que a prevenção e a cessação do tabagismo são estratégias críticas para 
reduzir o risco de tratamento endodôntico.  
Montagner et al. (2010) examinaram o perfil de comunidades microbianas em 
canais radiculares (CR) com infecção primária e abscessos apicais agudos (AAP), utilizando 
abordagem molecular aberta, comparando a diversidade e a composição da microbiota dessas 
duas comunidades. A amostra foi representada por 20 pacientes, sendo 75% do sexo feminino 
e 25% fumantes. De acordo com o tipo do quadro clínico doloroso no momento do 
atendimento, 9/20 não apresentaram dor aguda prévia no atendimento. Os outros 11 
apresentaram dor no momento do atendimento. CRs e AAPs não foram diferentes no número 
de espécies ou na diversidade da comunidade, todavia poucas espécies foram iguais entre eles. 
Baixa diversidade de espécies foi detectada em CRs de tabagistas. Um menor número de 
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espécies também estava associado à dor prévia, no entanto, com uma maior diversidade de 
comunidades. 
Essa correlação entre tabagistas terem uma baixa diversidade de espécies pode ser 
corroborado com o estudo de Delima et al. (2010), ao investigar o efeito da cessação do 
tabagismo sobre a prevalência e os níveis de bactérias subgengivais. A cessação do tabagismo 
por 12 meses após cuidados periodontais levou à diminuição da prevalência de 
Porphyromonas endodontalis, Dialister pneumosinteses, Parvimonas micra e Treponema 
denticola e ao aumento nos níveis de Veillonella parvula. Porphyromonas endodontalis foi a 
única espécie a ter seus níveis reduzidos nas amostras dos indivíduos que cessaram o 
tabagismo e ter seu nível aumentado no grupo que não cessou o tabagismo, o que sugere que a 
determinação do papel desta espécie no biofilme de placa poderia ter implicações importantes 
para o controle da periodontite em fumantes. 
Kumar et al. (2011) investigaram a contribuição do tabagismo para a composição 
e características pró-inflamatórias do biofilme durante a formação da nova placa dental. 
Utilizaram a clonagem e sequenciamento do gene 16S rRNA para a identificação microbiana 
e a citometria de fluxo para quantificar os níveis de mediadores imunológicos em amostras de 
15 fumantes e 15 indivíduos que nunca fumaram. Fumantes demonstraram uma colonização 
inicial altamente diversificada e relativamente instável de biofilmes marginais e subgengivais. 
Os patógenos periodontais pertencentes aos gêneros Fusobacterium, Cardiobacterium, 
Synergistes e Selenomonas, assim como os patógenos respiratórios pertencentes aos gêneros 
Haemophilus e Pseudomonas, colonizaram e permaneceram sobre o biofilme precoce, 
sugerindo que o tabagismo favorece a aquisição precoce e a colonização de patógenos em 
biofilmes orais. 
O relacionamento entre tabagistas e variáveis endodônticas em 100 pacientes 
hipertensos foi investigado em um estudo transversal realizado por Segura-Egea et al. (2011). 
A amostra consistia em hipertensos controlados, divididos em 2 grupos: tabagistas e não 
tabagistas, avaliados por exame radiográfico com intervalo de 2 meses por um mesmo 
observador quanto ao número de dentes presentes, número e localização de dentes sem 
tratamento endodôntico e presença de lesão periapical, número e localização de dentes com 
tratamento endodôntico e número e localização de dentes com tratamento endodôntico e 
presença de lesão periapical. Os resultados revelaram significante associação estatística entre 
hábitos tabágicos, estado periapical e tratamento do canal radicular, ou seja, tabagistas têm 
maior número de dentes com tratamento endodôntico e associados à presença de lesão apical. 
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López-López et al. (2012) em um estudo retrospectivo de controle de casos 
clínicos investigaram a relação entre tabagismo e o estado periapical radiográfico em 300 
pacientes. A amostra após critério de inclusão de PA radiográfica constou de 79 casos de 
pacientes. O grupo controle de 79 pacientes foi obtido dos 172 pacientes que não 
apresentavam PA, pareados de acordo com idade e sexo ao grupo de casos com PA 
radiográfica. Após o ajuste das variáveis idade, sexo, número de dentes, estado endodôntico, 
qualidade do material obturador, o tabagismo estava fortemente associado à presença de PA 
diagnosticada radiograficamente. 
Ao contrário, a revisão sistemática realizada por Walter et al. (2012) avaliando a 
evidência atual entre o uso do tabaco e a patologia apical mostraram não haver evidência que 
suporte o fator tabagismo isolado como fator de risco ao estado periapical e ao padrão de cura 
destes tecidos. 
Belström et al. (2014a) coletaram amostras de saliva estimuladas de 139 pacientes 
com periodontite crônica e compararam com 447 amostras de um grupo controle com o 
objetivo de caracterizar o perfil bacteriano da saliva. As amostras foram analisadas usando o 
Human Microarray Microarray Oral Identification (HOMIM). Oito taxas bacterianas, 
incluindo patógenos periodontais putativos como Parvimonas micra e Filifactor alocis, e 
quatro grupos bacterianos foram identificados estatisticamente com mais frequência e em 
níveis mais altos em amostras de pacientes com periodontite do que em amostras do grupo 
controle. Essas diferenças foram independentes do status de tabagismo dos indivíduos.  
Mason et al. (2015) demonstraram que tabagistas apresentam alta predominância 
de bactérias anaeróbicas do que aeróbicas, apresentando o perfil microbiano diferente em 
todos os níveis periodontais, revelado pelo sequenciamento de 200 amostras (100 delas de 
fumantes). F. alocis foi uma das bactérias mais prevalentes em tabagistas e que está alinhado 
com uma comunidade associada à doença em indivíduos clinicamente saudáveis. 
Tsigarida et al. (2015), em ensaio molecular avaliando a influência do tabagismo 
na formação e manutenção da doença peri-implantar, observaram uma menor diversidade 
microbiana nos fumantes, no entanto, altamente enriquecida por patógenos periodontais e ou 
sistêmicos, incluindo os gêneros Capnocytophaga, Treponema, Propionibacterium e 
Lactobacillus leptotrichia. 
O termo medicina endodôntica tem ganhado interesse por pesquisadores e 
relaciona a inflamação periapical com as doenças sistêmicas (Segura-Egea et al., 2015). A 
relação entre as variáveis endodônticas e o tabagismo ainda pode ser considerada controversa, 
28 
devido à maioria dos estudos serem transversais. Estudos longitudinais adicionais são 
necessários para se alcançar uma conclusão correta. 
De acordo com Shah et al. (2017), os tabagistas apresentam comunidades pobres 
em comensalismo e ricas em patógenos. Normalmente, a formação de biofilme começa como 
uma comunidade dominada por comensalismo e essa saturação de nicho evita a colonização 
de patógenos. A colonização dos patógenos também é controlada pelo reconhecimento dos 
padrões de virulência pelo sistema imune do hospedeiro. Em tabagistas, a presença de um 
desvio no biofilme de bactérias que vivem em comensalismo desencadeia uma resposta pró-
inflamatória nas células epiteliais devido à alta produção de citocinas. Esses fatores impedem 
a saturação de nicho por organismos benéficos pela morte do comensalismo. Por outro lado, 
na presença de fumaça, as citocinas perdem a energia em biofilmes ricos em patógenos nos 
estágios iniciais, tornando-se irreconhecíveis ao sistema imunológico. 
 
2.1.3 Estilo de Vida Saudável 
 
O efeito do estilo de vida na microbiota da DP tem sido pouco estudado, o mesmo 
se reflete na microbiota da doença endodôntica.  
Gundala e Chava (2010) realizaram um estudo propondo essa investigação e 
observaram que o conceito de estilo de vida é algo mais que comportamento; é um modo de 
vida. A partir desse estudo, concluíram que existe uma forte associação entre estilo de vida, 
escolaridade e posição socioeconômica com as doenças periodontais. Algumas deficiências 
deste estudo foram o autorrelato de todas as variáveis; a amostra de 948 indivíduos é uma 
amostra seletiva daqueles que visitam o Departamento de Periodontia e podem não 
representar verdadeiramente as tendências da comunidade como um todo. Assim, estudos 
longitudinais são necessários. 
É posição da Associação Americana Dietética (AAD), de acordo com Touger-
Decker e Mobley (2003), que a nutrição é um componente integral da saúde bucal. A AAD 
apoia a integração da saúde bucal com serviços de nutrição, educação e pesquisa. A 
colaboração entre médicos e profissionais de odontologia é recomendada para promoção da 
saúde bucal e prevenção e intervenção da doença. Dados científicos e epidemiológicos 
sugerem uma sinergia vitalícia entre a nutrição e a integridade da cavidade oral na saúde e na 
doença. A saúde bucal é parte integrante da saúde sistêmica e nutricional. Duas doenças 
infecciosas orais primárias são diretamente influenciadas pela dieta e nutrição. A cárie 
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dentária, modulada por inúmeros fatores, incluindo composição e frequência da dieta e a DP 
ou doença gengival, que está associada à desnutrição.  
Enwonwu (1995) salientou que as deficiências nutricionais poderiam 
comprometer a fase da resposta inflamatória e da cicatrização de feridas.  O estado nutricional 
tem influência direta na síntese e liberação de citocinas e sua ação. Consequentemente, a 
desnutrição está associada ao aumento das necessidades de calorias e proteínas para promover 
a cicatrização de ferida e uma melhor resposta imunológica. Da mesma forma, a desnutrição 
pode provocar alterações adversas no volume, nas propriedades antibacterianas e físico-
químicas da saliva. Bom estado nutricional e práticas alimentares combinadas com a remoção 
dos estímulos da resposta periodontal inflamatória são importantes na diminuição da 
gravidade da DP. 
Todavia, estudos relacionando ao estilo de vida com a microbiota endodôntica 
ainda não foram publicados. 
 
2.2 Infecção Endodôntica Primária e PA 
 
As infecções endodônticas primárias são causadas por patógenos oportunistas que 
são habitantes normais da cavidade oral. Teoricamente, qualquer uma das mais de 700 
espécies microbianas da microbiota oral pode invadir um canal radicular contendo tecido 
necrosado da polpa, colonizar, crescer e estabelecer um processo infeccioso (Rôças e 
Siqueira, 2006ab). 
A PA é um processo inflamatório em torno do ápice de uma raiz e é 
principalmente uma consequência de infecção microbiana do espaço pulpar não controlada 
(Kakehashi et al.,1965). Dentre as principais causas de infecção pulpar primária, pode-se citar 
a presença de cáries não controladas, traumas mecânicos e mastigatórios e contaminação via 
túbulos dentinários associados à DP (Ørstavik e Pitt Ford, 2007).  
Consolaro (2018) afirma que existem três condições ou variáveis locais que 
determinam o tipo de evolução das periopicopatias inflamatórias associadas a canais 
infectados: 1ª existência ou não de comunicação bucal, 2ª ocorrência de comunicação 
verdadeira ou não do canal radicular com o meio bucal, 3ª a virulência da microbiota quanto 
às espécies e a sua predominância. Em canais fechados ou sem comunicação, por restos 
pulpares e material orgânico, sem o livre acesso ao meio bucal, a microbiota tende a ser mais 
numerosa e anaeróbia, em consequência mais agressiva. A presença de comunicação ao meio 
bucal leva a perda de parte da microbiota e seus produtos, o que a torna menos virulenta e 
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mais aeróbia. Em algumas situações, o canal parece estar se comunicando ao meio bucal, mas 
os debris, placa dental, restos alimentares e corpo estranho obstruíram a comunicação, 
havendo um acúmulo de bactérias, com acúmulo de mediadores químicos inflamatórios 
exacerbando o processo inflamatório decorrente da virulência crescente. 
As condições locais no canal radicular determinam a disponibilidade de fatores de 
crescimento para as bactérias, como nutrientes, tensão de oxigênio ou de gás-carbônico, 
influenciando o ritmo da proliferação, seletividade, sinergismo e competitividade entre as 
espécies (Siqueira e Rôças, 2014). 
O processo inflamatório ao redor do ápice, por essa razão, poderá evoluir de uma 
PA aguda para um abscesso dento alveolar (câmara e canal aparentemente abertos sem 
comunicação verdadeira) e outros para PA crônica e, em seguida, para granuloma periapical 
imunogênico (câmara e canal com comunicação ao meio bucal) de acordo com Consolaro 
(2018). 
 
2.3 Microbiota Endodôntica  
 
O estudo da microbiologia endodôntica iniciou-se em 1894, quando Miller 
reportou a presença de bactérias em amostras de tecidos pulpares. Porém, somente após 70 
anos, Kakehashi (1965) em estudo clássico utilizando ratos germ free estabelece de forma 
definitiva que a causa da PA primária é a presença de bactéria no canal radicular. A 
identificação das bactérias que iniciam um processo infeccioso, embora nem sempre indique 
uma relação causal com a doença, é importante porque pressupõem-se que estes 
microrganismos podem ser patógenos e induzem danos diretos ou indiretos aos hospedeiros, 
podendo ser apoios fornecendo a outras espécies fatores de crescimento, o que pode criar 
condições favoráveis para coexistência ou podem ser meros expectadores que aproveitam as 
condições ecológicas no tecido necrosado da polpa. 
Inicialmente os estudos de cultura revelaram que as infecções primárias eram 
caracterizadas por serem uma infecção mista composta por um número médio de 3 a 6 
espécies bacterianas por canal (Sundqvist et al., 1992). Todavia, após a introdução dos 
métodos moleculares na pesquisa em microbiologia endodôntica (Conrads et al., 1997, 
Siqueira et al., 2000, da Silva et al., 2002), ficou evidente a complexidade da infecção 
endodôntica. O canal radicular infectado pode abrigar entre 10 a 30 espécies bacterianas e 
eventualmente mais de 50 espécies. 
31 
Diferenças na microbiota endodôntica são altamente prováveis de serem resultado 
de diferenças na composição microbiana bucal, que apresenta mais de 700 espécies. Uma 
multiplicidade de fatores pode influenciar o sucesso da colonização na cavidade bucal por 
uma dada espécie microbiana (Umeda et al., 1998). Os determinantes da colonização 
possivelmente incluem mecanismos de defesa do hospedeiro, predisposição genética e fatores 
ambientais. 
 
2.4 Microbiota da Infecção Primária 
 
Com o objetivo de caracterizar o perfil microbiológico da infecção endodôntica 
primária, muitos trabalhos foram conduzidos. Pode-se notar com o avanço das técnicas de 
identificação que um número maior de espécies foi relacionado a essa condição patológica. 
Em outras palavras, os métodos moleculares estenderam os dados que sustentam o papel de 
muitas espécies bacterianas nas doenças perirradiculares e também expandiram o número de 
patógenos endodônticos, detectando espécies de cultivo difícil ou mesmo impossível. A 
consequência disso foi a redefinição da microbiota endodôntica por métodos moleculares 
(Siqueira e Rôças 2005b). 
Conrads et al. (1997) revelou pela primeira vez a presença de Tannarella forsythia 
em canais infectados utilizando o ensaio PCR. 
Siqueira et al. (2000), em ensaio com checkerboard DNA-DNA hibridization de 
amostras de canais infectados, identificaram 42 bactérias em 25 canais infectados, sendo as 
mais prevalentes T. forsythia, Haemophilus aphrophilus, Porphyromonas gingivalis, 
Corynebacterium matruchotii, Treponema denticola, Capnocytophaga gingivalis e 
Streptococcus intermedius. A média por canal era de 1 a 17 bactérias. 
Da Silva et al. (2002), em ensaio semelhante, identificaram 35 espécies 
bacterianas em 30 canais radiculares, sendo a média por canal de 5 a 31 espécies. Dentre as 
bactérias presentes estavam T. forsythia, Campylobacter showae, Fusobacterium naviforme e 
Actinobacillus actinomycetemcomitans em 90% das amostras, e os patógenos periodontais 
clássicos também foram observados no interior do canal como Campylobacter rectus, 
Prevotella intermedia, Selenomonas noxia, Peptostreptococcus micros, Treponema socranskii 
e T. denticola. 
Outras espécies também foram identificadas com esses ensaios moleculares como 
Olsenella, espécies de Eubacterium e espécies de Streptococcus (Fouad et al., 2002, 2003). 
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Bactérias de difícil cultivo como a bactéria Bacteroides forsythus foram 
identificadas em infecções endodônticas primárias, sugerindo o seu envolvimento como 
patógeno endodôntico por meio de Nested-PCR (Siqueira e Rôças, 2003d). 
Siqueira et al. (2001) investigaram vários patógenos orais putativos em infecções 
endodônticas usando um ensaio de PCR baseado no primer 16S DNA, nas amostras cujo 
pacientes relataram dor à percussão e/ou palpação, espontânea ou provocada a mastigação, as 
espécies mais prevalentes foram T. denticola, P. alactolyticus, T. forsythia, P. gingivalis, P. 
endodontalis, Propionibacterium propionicum, T. maltophilum e T. socranskii. A média por 
canal era de 10 bactérias. 
Siqueira et al. (2004) realizaram um ensaio Nested-PCR para investigar a 
prevalência de patógenos endodônticos no terço apical de 23 canais infectados e com PA. 
Foram identificados T. denticola em 6 (26%), F. nucleatum em 6 (26%), P. endodontalis em 4 
(17%), F. alocis em 2 (9%), D. pneumosintes em 1 (4%), P. gingivalis em 1 (4%) e T. 
forsythia em 1 (4%). 
Gomes et al. (2004) diferenciaram a microbiota do canal infectado de 41 dentes in 
vivo, pelo isolamento em cultura e correlacionou com sinais e sintomas. Os achados 
confirmaram a presença de uma infecção polimicrobiana, com mínimo de 3 e máximo de 10 
espécies cultiváveis por canal. Os microrganismos mais frequentes foram os anaeróbios 
estritos: Peptostreptococcus micros, Prevotella prevotti, Fusobacterium necrophorum, 
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Streptococcus constellatus, Streptococcus 
anginosus, Streptococcus sanguis, Fusobacterium nucleatum, Gemella morbillorum, 
Streptococcus mitis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella loeschii e Lactobacillus 
acidophilus. Em relação à sintomatologia de dor atual ou pregressa, as bactérias anaeróbias 
estritas Gram-negativas mais frequentes foram Prevotella ssp., Porphyromonas spp. e 
fusobactérias. 
Siqueira e Rôças (2005b), ao reunir todos os casos de infecções primárias 
investigadas em sua revisão sistemática, independentemente da presença de sintomas, os 
achados revelaram que as espécies mais prevalentes detectadas foram T. denticola (68%), P. 
endodontalis (61%), T. forsythia (58%), P. alactolyticus (56%), D. pneumosintes (55%), F. 
alocis (46%), P. gingivalis (45%), P. propionicum (36%) e T. socranskii (35 %). Destes, 
alguns nunca foram encontrados anteriormente em infecções endodônticas por abordagens de 
cultivo (T. forsythia, T. denticola e T. socranskii) e os outros foram encontrados geralmente 
em valores de prevalência mais baixos ou apenas isolados ocasionalmente. 
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Sassone et al. (2008a) em ensaio de checkerboard DNA-DNA hibridization 
analisaram 60 canais radiculares com infecção primária e presença de PA com a variável de 
sintomatologia (presente ou não). Seus achados observaram o maior número de espécies 
bacterianas nos casos com sintomatologia, sugerindo que o número de espécies bacterianas 
encontradas poderiam ser um indicador da patogenicidade da infecção. 
Montagner et al. (2010) realizaram um estudo para examinar o perfil de 
comunidades microbianas em canais radiculares necróticos (CR) e abscessos apicais agudos 
(AAAs) usando uma abordagem molecular aberta para comparar a diversidade e a 
composição da microbiota dessas duas comunidades. Os perfis microbianos das comunidades 
CR e AAA dos 20 dentes analisados foram distintos e divergiram entre todos os indivíduos, 
sugerindo que as infecções endodônticas agudas são microbiologicamente heterogêneas. 
Rôças e Siqueira (2010a), em estudo de canais infectados não tratados, 
identificaram por meio de métodos que combinavam transcriptase reversa-PCR e captura 
reversa com checkerboard em 7 amostras: Olsenella uli (7), Pyramidobacter piscolens (7), 
Actinomyces israelii (6), Eubacterium sulci (6), Tannerella forsythia (6), Bacteroidetes clone 
X083 (5), Fusobacterium nucleatum (5), Parvimonas micra (5), Selenomonas sputigena (5), 
Campylobacter rectus (4), Dialister invisus (4), Peptostreptococcus stomatis (3), Prevotella 
baroniae (3), Porphyromonas endodontalis (3), Treponema denticola (3), Treponema 
socranskii (3), Dialister pneumosintes (2), Dialister clone BS016 (2), Filifactor alocis (2), 
Pseudoramibacter alactolyticus (2), Solobacterium moorei (2), Streptococcus species (2), 
Propionibacterium acnes (1), Porphyromonas gingivalis (1) e Prevotella multisaccharivorax 
(1). 
Rôças et al. (2010b) avaliaram 17 ápices com infecção endodôntica primária 
abertos à cavidade oral, por meio do ensaio de checkerboard e identificaram como as maiores 
taxas prevalentes as bactérias Olsenella uli, Prevotella baroniae, Porphyromonas 
endodontalis, Fusubacterium nucleatum e T. forsythia. As espécies/filotipos mais prevalentes 
na porção apical do estudo foram O. uli, P. endodontalis e Propionibacyterium acnes, 
enquanto as espécies/filotipos exclusivas a este terço foram Actinomyces israelii, Eubacterium 
sulci, Campylobacter rectus, Prevotella nigrescens e Treponema socranskii.  
Sassone et al. (2012) avaliaram por meio do ensaio de checkerboard DNA-DNA 
hibridization a composição da microbiota de 30 amostras obtidas de pacientes com infecção 
endodôntica primária exposta à cavidade bucal com 30 amostras sem exposição à cavidade 
oral. As espécies encontradas com contagem mais alta (10
5
) em espaços pulpares expostos 
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foram: Eubacterium saburreum, Fusobacterium nucleatum ssp. vincentii, Tannerella 
forsythia, Enterococcus faecalis, Neisseria mucosa, Campylobacter gracilis e Prevotella 
nigrescens, e em espaços pulpares não expostos foram: F. nucleatum ssp. vincentii, N. 
mucosa, E. faecalis, E. saburreum, C. gracilis, and Porphyromonas gingivalis. A taxa de F. 
nucleatum ssp. vincentii, Campylobacter sputigena, Capnocytophaga showae, Treponema 
socrenskii, Porphyromonas endodontalis, Eikenella corrodens e Capnocytophaga ochracea 
foram significantemente maiores em espaços não expostos. 
 
2.4.1 Enterococcus faecalis como parte da Microbiota da Infecção Primária 
 
O gênero Enterococcus compreende cocos Gram-positivos, com arranjos em pares 
ou cadeias. Anaeróbios facultativos, capazes de crescer na presença ou ausência de oxigênio. 
Dificilmente identificados em métodos de cultura na infecção primária (Gomes et al., 2004), 
mas quando métodos moleculares são utilizados, como o PCR, por exemplo, a sensibilidade 
de detecção desta bactéria abaixa para 10 a 102 células, favorecendo a sua identificação 
(Gomes et al., 2006).  
Todavia não se discute que a microbiota mista, expressivamente composta por 
anaeróbios estritos, é dominante em dentes com infecção primária, fato totalmente 
compreensível quando se conhecem as condições ecológicas desse ambiente, baixa tensão O2 
e nutrientes ricos em peptídeos e pobre de carboidratos. Entretanto, Gomes et al. (2006), 
conduzindo uma pesquisa clínica, evidenciaram a presença de 89% de E. faecalis, na infecção 
endodôntica primária dos canais amostrados. 
 
2.5 Métodos Moleculares de Identificação Bacteriana 
 
Há uma infinidade de métodos moleculares para o estudo de microrganismos e a 
escolha de uma abordagem particular depende das questões a serem estudadas. A reação em 
cadeia da polimerase de ampla faixa (PCR), seguida de sequenciamento, pode ser usada para 
investigar a diversidade microbiana em um dado ambiente. A estrutura da comunidade 
microbiana pode ser analisada por meio de técnicas de fingerprinting, como eletroforese em 
gel de gradiente desnaturante (DGGE) e polimorfismo de comprimento de fragmento de 
restrição terminal (T-RFLP). A hibridização in situ com fluorescência (FISH) pode medir a 
abundância de espécies particulares e fornecer informações sobre sua distribuição espacial nos 
tecidos. Entre outras aplicações, macroarranjos e microarranjos de hibridização DNA-DNA, 
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PCR específico para espécies, Nested-PCR, PCR multiplex e PCR em tempo real podem ser 
usados para pesquisar um grande número de amostras clínicas quanto à presença de alvo. 
O método de cultura têm sido tradicionalmente utilizado na identificação da 
microbiota associada a infecções endodônticas (Sundqvist et al., 1992; Molander et al., 1998; 
Hancock et al., 2001; Pinheiro et al., 2003ab; Gomes et al., 2004). Entretanto, procedimentos 
baseados na identificação fenotípica têm algumas desvantagens que podem resultar na 
subestimação dos microrganismos que vivem em determinado sistema (Siqueira e Rôças, 
2003a). Existem dificuldades neste método para criar condições ambientais necessárias para o 
crescimento de algumas espécies. 
Os métodos moleculares além de detectar espécies cultiváveis em maior 
prevalência, também expandiram a lista de patógenos putativos envolvidos na infecção 
primária, incluindo algumas espécies fastidiosas ou mesmo microrganismos ainda não 
cultivados, como Archea, que nunca fora previamente isolada de canais tratados. A maior 
sensibilidade dos métodos moleculares quando comparados à cultura na identificação é 
justificada pelo fato de nem todas as cepas dentro de uma espécie poderem ser cultivadas 
(Siqueira e Rôças, 2005ab). 
O diagnóstico molecular microbiano através do uso do checkerboard DNA-DNA 
hybridization, assim como a aplicação da tecnologia de reação em cadeia da polimerase 
(PCR) e seus derivados, têm permitido uma maior detecção de microrganismos na cavidade 
oral e nos canais radiculares (Siqueira e Rôças, 2005a). 
 
2.5.1 Checkerboard DNA-DNA hybridization   
 
De acordo com a dissertação de mestrado de Francisco (2017), Socransky et al. 
(1994) introduziram um método para hibridizar um grande número de amostras de DNA 
contra um grande número de sondas de oligonucleótidos baseadas em DNA genômico inteiro, 
marcado com digoxigenina ou 16S rDNA em uma membrana de suporte única o qual 
permitiria a determinação simultânea semiquantitativa da presença de uma multiplicidade de 
espécies bacterianas em amostras clínicas únicas ou múltiplas. As vantagens para o estudo de 
múltiplas espécies de bactérias em grande número de amostras contendo misturas complexas 
de microrganismos, supera muitas das limitações das técnicas de cultura. incluindo a perda de 
viabilidade dos organismos durante o transporte e o problema da recuperação de espécies 
difíceis de cultivar (ou mesmo incultiváveis).  
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A técnica do checkerboard DNA-DNA Hybridization descrita inicialmente por 
Socransky et al. (1994) caracteriza-se por ser rápida, com sensibilidade adequada e 
relativamente barata, superando várias limitações de abordagens que empregam cultura 
microbiana para o estudo das comunidades presentes em amostras clínicas (Sakamoto et al., 
2005). Socransky et al. (2004) relatam ainda que a amostra, em sua totalidade, pode ser 
empregada, não havendo necessidade de amplificação prévia por PCR (reação em cadeia da 
polimerase de ampla faixa). Esse método permite a hibridização, em um mesmo momento, de 
28 amostras perante 43 diferentes sondas de DNA. Ao permitir a detecção da ocorrência de 
várias espécies em uma mesma reação, seu emprego torna-se interessante em estudos 
epidemiológicos (Siqueira e Roças, 2005a).  
A técnica de  checkerboard apresenta limitações, uma vez que  detecta apenas 
espécies para as quais foram preparadas sondas de DNA. Deste modo, a detecção de novos 
agentes patogênicos ou espécies que compõem a microbiota oral são importantes para a 
compreensão da infecção endodôntica havendo portanto a necessidade de métodos 
moleculares mais abertos . 
Entretanto a técnica do checkerboard DNA-DNA Hybridization vem sendo 
empregada para a análise da microbiota dos canais radiculares com infecção primária 
(Sassone et al., 2008ab; Martinho et al., 2014), abscessos periapicais (Siqueira et al., 2001) e 
mesmo para a caracterização da microbiota presente antes e após o preparo químico-mecânico 
e após aplicação de medicamentos intracanal (Vianna et al., 2008). 
 
2.5.2 Nested-PCR   
 
O método utiliza o produto de uma amplificação primária por PCR como modelo 
em uma segunda reação de PCR e foi concebida principalmente para aumentar a 
sensibilidade. Os primeiros produtos de PCR são submetidos a um segundo ciclo de 
amplificação por PCR com um conjunto de iniciadores separado, que hibridiza internamente 
com os primeiros produtos. Esta abordagem mostra uma sensibilidade aumentada, permitindo 
a detecção do DNA alvo várias vezes abaixo do PCR convencional. O aumento da 
sensibilidade é devido ao grande número total de ciclos. Além disso, o DNA alvo é 
amplificado no primeiro ciclo de amplificação, com subsequente diluição de outro DNA e 
inibidores presentes na amostra. O conjunto de primers usados no segundo ciclo de PCR 
resulta em especificidade adicional. A segunda reação é realizada com fundo reduzido de 
DNA eucariótico e outras regiões do DNA bacteriano.  
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A principal desvantagem do protocolo Nested-PCR é a alta probabilidade de 
contaminação durante a transferência dos produtos de amplificação do primeiro ciclo para um 
segundo tubo de reação e precauções especiais devem ser tomadas para evitar isso (Siqueira e 
Roças, 2005a). 
 
2.6 Fatores de Virulência  
 
Os produtos liberados e componentes extruturais celulares bacterianos são 
chamados de fatores de virulência e agem nos vários estágios da infecção exercendo várias 
funções nas etapas da  agregação, invasão, sobrevivência e dano do processo infeccioso 
(Siqueira e Rôças, 2007).   
Os microrganismos presentes na cavidade pulpar e canal radicular apresentam um 
papel fundamental na patogênese da PA em função dos seus fatores de virulência presentes na 
sua parede celular (Manzur et al., 2007). O  lipopolissacarídeo (LPS) um dos fatores de 
virulência encontrado na parede celular de bactérias Gram-negativas, está envolvido 
diretamente no desenvolvimento da inflamação periapical, uma vez que atua ativando as 
células do sistema imune e promovendo à liberação consequentemente de inúmeros 
mediadores chamados de pró-inflamatórios (Hong et al., 2004; Martinho et al., 2010ab; 
Gomes et al., 2012; Herrera et al., 2015). 
As bactérias Gram-positiva como por exemplo o Enterococcus faecalis, também 
apresentam fatores de virulência, como ácido lipoteicoico (LTA), peptidoglicano, substância 
de agregação, citolisina e enzimas líticas responsáveis pela manutenção da infecção 
secundária (Barbosa-Ribeiro et al., 2016). 
 
2.6.1 Lipopolissacarídeo (LPS) 
 
Os LPS são liberados pelas bactérias Gram-negativa no processo de desintegração 
da parede, depois da morte da célula, assim como durante sua multiplicação e crescimento. As 
funções do LPS, também conhecido como endotoxina, são ativação de macrófagos na 
produção de diversos mediadores moleculares, como o fator de necrose tumoral (TNF-α) e 
interleucinas (IL) (Nair, 2004). Tais medidores inflamatórios, por sua vez, ativam os 
leucócitos inflamatórios, modificam a permeabilidade vascular e induzem a reabsorção óssea 
(Artese et al., 1991; Matsuo et al., 1992; Hong et al., 2004, Francisco, 2017).  
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Todavia, o fator de virulência, LPS, não é novo na endodontia. Schein e Schilder 
(1975) em estudo clínico em 40 pacientes divididos em grupos de acordo com a vitalidade 
pulpar, sintomas e exame radiográfico, identificaram endotoxina por meio do teste lisado de 
amebócito de Limulus (LAL). Embora todas as amostras apresentassem endotoxinas, os 
dentes com polpa sem vitalidade, com sintomatologia clínica e área de lesão óssea periapical 
continham a maior concentração de endotoxinas, com diferenças estatísticas significantes. 
Durante a terapia endodôntica, microrganismos Gram-negativos viáveis podem ser selados 
nos canais radiculares. Se as bactérias morrem, a endotoxina liberada de suas paredes 
celulares pode causar uma resposta tecidual periapical. Se bactérias Gram-negativas estiverem 
presentes na periápice e se a resposta inflamatória periapical como resultado de 
instrumentação e medicação for suficiente para causar lise dessas bactérias, a liberação de 
endotoxina também pode causar uma resposta periapical. Em ambos os casos, pode ocorrer 
uma inflamação clínica aguda, justificando a sintomatologia dolorosa. 
Vianna et al. (2007) realizaram uma pesquisa clínica em 24 dentes acometidos por 
infecção primária e assintomáticos e determinaram a redução bacteriana e de LPS após o 
preparo químico-mecânico. Utilizou-se o LAL para a avaliação de LPS e cultura para a 
contagem de colônias bacterianas (ufc/ml). O ponto fundamental da pesquisa foi comprovar 
que todas as amostras apresentavam bactérias (polimicrobianas) e LPS inicialmente, e que 
após o preparo químico-mecânico houve diminuição de bactérias 66,7%, com um 
remanescente predominante constituído de bactérias Gram-positivas e de 44,6% de LPS 
restantes, salientando que a manutenção do LPS mesmo após a morte bacteriana pode manter 
a PA. 
A literatura tem apresentado a presença de LPS no interior do sistema de canais 
radiculares (Gomes et al., 2012; Marinho et al., 2015). Os microrganismos multiplicam-se e 
morrem nos canais radiculares, liberando LPS na região periapical, permitindo desse modo a 
iniciação e a manutenção  da PA (Nair, 2004). Além disso, níveis elevados de endotoxinas 
estão relacionados à sintomatologia clínica (Martinho et al., 2008). 
A presença de LPS é capaz de ativar a liberação rápida de citocinas pelos 
monócitos/macrófagos (Hong et al., 2004). Os tecidos periapicais de dentes acometidos por 
infecções primárias apresentam altos níveis de citocinas- IL-1β e TNF-α e endotoxinas 
(Martinho et al., 2010a), assim como em tecidos acometidos por DP (Tsai et al., 1995). O 
melhor método para identificação de LPS de acordo com Martinho et al. (2011) foi o teste 
cinético turbidimétrico LAL.  
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Souza et al. (2014)  utilizando o teste cinético turbidimétrico LAL como modelo 
de escolha para a avaliação de endotoxinas descrito por Martinho et al. (2011), como o mais 
preciso, observaram em ensaio clínico que existe uma forte associação entre o alto nível de 
endotoxinas encontradas no canal radicular de dentes com infecção endodôntica primária e no 
exsudato externo do abscesso alveolar agudo do mesmo paciente. Comprovaram também que 
o nível de endotoxinas foi altamente reduzido após a coleta ter sido realizada 30 dias do uso 
de uma medicação intracanal, composta de Ca(OH)2  + pasta gel CHX 2%. 
Martinho et al. (2014) ao estudaram canais radiculares de dentes com infecção 
primária observaram altos níveis de LPS (100% dos casos) e concluiram que o alto nível de  
LPS estava relacionado com o aumento na produção de IL-6 e IL-10 por macrófagos, assim 
como com o tamanho da lesão periapical do dente afetado. Esses resultados indicaram que as 
citocinas estudadas e a destruição óssea na região apical parecem ser diretamente estimuladas 
por moléculas de endotoxinas.  
Marinho et al. (2015), avaliaram o nível de LPS e mediadores inflamatórios TNF-
α e IL-1β após a estimulação de macrófagos em dentes com PA em diferentes fases do 
preparo do sistema de canais, incluindo após o uso de medicação intra-canal. Foi encontrado 
na coleta inicial endotoxinas em 100% (média de 32,43 EU/ml) dos canais radiculares 
estudados e nível elevado de TNF-α e IL-β. Na coleta final após uso de medicação intra-canal 
observaram a redução significante de LPS e mediadores.  
Kumada e Zhang (2010) atestam em seu estudo que o fator de virulência LPS 
pode estimular os fibroblastos a secretarem metaloproteinases (MMPs) iniciando desse modo 
a degradação da matriz extracelular de macromoléculas e promovendo a destruição óssea na 
região periapical. As MMP-2 e MMP-9, por exemplo, são sintetizadas pelos fibroblastos e 
pelas células da polpa, e foram relacionadas à patogênese periodontal, à carcinogênese oral e 
à inflamação pulpar e periapical (Chang et al., 2001; Tsai et al., 2005, Fracalossi et al., 2010; 
Accorsi-Mendonça et al., 2013).  
A relação entre os níveis de endotoxinas na PA primária nas diferentes fases do 
PQM e a sua antigenicidade contra fibroblastos 3T3, por meio da atividade gelatinolítica das 
MMPs foi investigada por Herrera et al (2014). O LPS estava presente em 100% dos canais 
radiculares, com média de 21,83 EU/ml, e que após o PQM esse valor diminuiu para 0,52 
EU/ml. As MMPs, apresentaram uma correlação entre os níveis de expressão de MMP-2 e 
endotoxinas, concluindo desse modo que o PQM foi efetivo na redução dos níveis de 
endotoxinas e consequentemente na antigenicidade contra fibroblastos na atividade 
gelatinolítica.  
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Gomes et al. (2012) mostraram por meio de técnicas moleculares que 
Porphyromonas, Prevotella e Treponema spp. estão presentes também na PA secundária e, 
além disso, verificaram que todos os canais radiculares coletados apresentavam LPS, com 
uma média de 3,96 EU/ml. No entanto, ao comparar aos dentes com infecção primárias aos 
dentes com infecção secundária, observaram que os conteúdos mais elevados de endotoxinas 
e maior complexidade da comunidade bacteriana eram associadas à infecção primária. 
Martinho e Gomes (2008) se o LPS é liberado durante a morte e autólise de 
bactérias Gram-negativas, uma proporção inversa entre carga bacteriana e conteúdo de LPS 
na infecção do canal radicular após o preparo químico-mecânico poderia ser esperado, a 
menos que a instrumentação do canal radicular ou substância química apresente uma 
capacidade de remoção de LPS. Entretanto, nenhum achado consistente foi observado a esse 
respeito no presente estudo, porque tanto a carga bacteriana quanto o conteúdo de LPS foram 
reduzidos após o preparo químico-mecânico. 
Schilder (1974) já descrevia que o tratamento de escolha para propiciar o processo 
de cicatrização dos tecidos periapicais é a remoção de bactérias do canal radicular e seus 
subprodutos, por meio do preparo químico-mecânico durante o tratamento endodôntico do 
sistema de canais. No entanto, mesmo após um adequado protocolo de tratamento, as 
endotoxinas podem persistir nas paredes dos canais radiculares, independentemente dos 
microrganismos não estarem mais viáveis (Gomes et al., 2012).  
Apesar disso, atualmente, pouco se sabe sobre a capacidade da endotoxina 
residual, mantida após preparo químico-mecânico e obturação do sistema de canais, 
influenciar no prognóstico do tratamento endodôntico em longo prazo, especialmente nos 
casos de concentrações reduzidas em dentes sem recontaminação, e adequadamente 
restaurados (Gomes et al., 2009).  
De acordo com o estudo in vivo de Martinho et al. (2010b), os LPS residuais 
encontrados (1,94%), após obturação, modulariam apenas temporariamente as defesas do 
hospedeiro de forma transitória e não deveria influenciar no resultado do tratamento. 
Contudo, perguntas ainda surgem quanto ao efeito citotóxico do resíduo bacteriano nos canais 
radiculares, principalmente da carga de LPS, em estar participando da perpetuação do 
processo inflamatório periapical e consequente insucesso no tratamento endodôntico (Hahn e 
Liewehr, 2007). 
 
2.7 Tratamento Endodôntico 
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Reconhecendo-se o papel de microrganismos na indução e perpetuação das lesões 
pulpares e perirradiculares, sintomáticas ou não, torna-se evidente a necessidade de prevenir e 
de controlar a infecção endodôntica, objetivando o reparo das estruturas perirradiculares e o 
restabelecimento da função dental normal. 
Sundqvist (1992) sugere que a realização do tratamento endodôntico, além de 
eliminar diretamente as bactérias, pode romper completamente a delicada ecologia e privar as 
bactérias persistentes de sua fonte nutricional. 
Sjögren et al.(1990) e Trope et al. (1999) demonstraram que a resposta tecidual 
perirradicular, e por conseguinte o índice de sucesso do tratamento endodôntico de dentes 
com polpa sem vitalidade e lesão perirradicular, pode ser significantemente elevado quando a 
infecção endodôntica é erradicada. 
A infecção endodôntica devido à sua localização anatômica, ausência de vasos 
sanguíneos para transportar células e moléculas de defesa e antibióticos sistêmicos, só pode 
ser tratada por meios químicos e mecânicos representados pela intervenção profissional. De 
acordo com Lopes e Siqueira (2004), a efetividade dos meios químicos e mecânicos na 
desinfecção são dependentes da amplitude do preparo do sistema de canais e da sua atuação 
em sua complexidade anatômica (istmos, canais extras, canais ovalados e fins). 
Paqué et al. (2010) afirmaram que independentemente da técnica de 
instrumentação utilizada, o preparo de canais radiculares de molares inferiores ovais avaliados 
com micro-CT deixou uma porção variável de área superficial não tocada de paredes do canal. 
Paredes não tocadas representam nichos para bactérias sobreviverem, ou então, ao serem 
eliminadas, permitirem que seu fator de virulência mantenha a infecção endodôntica. 
Shuping et al. (2000) atestaram que em cerca de 40 a 70% dos casos, 
microrganismos sobrevivem aos efeitos do preparo químico-mecânico. Muitos desses 
microrganismos estão destinados a morrer, ou pela exposição a um material obturador ou por 
serem confinados ao interior do canal, ficando desprovidos de nutrientes. Contudo, em alguns 
casos, os microrganismos podem sobreviver, obtendo nutrientes e sobrevivendo em número 
suficiente para perpetuar uma lesão perirradicular. 
Xavier et al. (2013) conduziram um estudo clínico para comparar a efetividade do 
tratamento endodôntico realizado em sessão única (1 visita) ou sessão múltipla (2 visitas) na 
remoção de endotoxinas (LPS) e bactérias cultiváveis de canais radiculares infectados 
primariamente. 48 dentes com infecção primária foram divididos em 3 grupos, variando o 
número de sessão, substância química utilizada durante o preparo do sistema de canais 
(NaOCl 1% ou CHX 2%) e o uso de CaOH2 como medicação intracanal por 14 dias. Ambos 
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os protocolos de tratamento de canal de 1 ou de 2 visitas foram eficazes na redução de 
bactérias e endotoxinas, no entanto, não foram capazes de eliminá-las em todos os canais 
radiculares analisados. Além disso, os protocolos de tratamento de canal radicular em sessão 
múltipla (2 visitas) foram mais eficazes na redução de endotoxinas do que protocolos de 
tratamento de canais radiculares realizados em sessão única. 
 
2.8 Proservação do Tratamento Endodôntico  
 
A presença de sinais e sintomas clínicos e a avaliação radiográfica são os métodos 
mais utilizados para acessar a previsibilidade de dentes endodonticamente tratados, apesar da 
crescente disponibilidade de tomografia computadorizada de feixe cônico de pequeno campo 
e visão (Cone Beam). A radiografia intraoral continua sendo o método de imagem mais 
universalmente utilizada nas práticas clínicas (Hamid el al., 2018). 
Vários estudos clínicos e revisões sistemáticas de literatura tem sido publicados 
nas últimas décadas com objetivo de estabelecer um índice de sucesso ou previsibilidade, 
avaliando três modalidades de intervenções endodônticas: tratamento endodôntico inicial e 
reintervenção convencional ou cirúrgica.  
Ng et al. (2007) estudaram a probabilidade de sucesso após tratamento 
endodôntico inicial utilizando uma revisão sistemática de literatura entre os anos de 1922 até 
2002, em que 119 artigos foram identificados e desses 63 atingiram o critério de inclusão 
proposto pelos autores. A incidência de sucesso variou entre 31 e 100%, e vários fatores 
foram responsáveis por essa larga faixa de variação. Das variáveis associadas às 
características de cada estudo analisadas nessa revisão: critério de sucesso; tempo de controle; 
ano de publicação; localização geográfica do estudo e nível de qualificação dos operadores 
parecem influenciar na taxa de sucesso e produzirem resultados contrastantes, quando 
agrupadas ou separadamente. 
Segundo Friedman e Mor (2004), a definição de sucesso em endodontia é 
ambígua e pode variar na dependência dos critérios utilizados para avaliação. Critérios mais 
estritos vão implicar na observação de parâmetros clínicos e radiográficos dos padrões de 
normalidade, enquanto critérios mais tolerantes avaliam somente a condição clínica 
representada pela manutenção dos dentes na cavidade oral. Com base nos critérios descritos 
acima, pode-se esperar que 92 a 98% dos dentes sem área de lesão óssea perirradicular se 
mantenham livres de doença após o tratamento endodôntico inicial e, na presença de PA 
prévia, 73 a 90% dos casos podem apresentar cura após a terapia endodôntica.  
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Um critério menos rigoroso que usa como parâmetro de sucesso apenas a 
manutenção do dente na cavidade oral tem sido empregado em alguns estudos 
epidemiológicos avaliando largas populações de pacientes. Lazarski et al. (2001) reportaram 
um índice geral de sucesso de 94,44% avaliando 110.766 casos de tratamento endodôntico 
inicial em um período médio de 3 anos e meio de controle.  
Resultados semelhantes foram obtidos por Salehrabi e Rotstein (2004), que 
atestaram que 97% de 1.462.936 dentes endodonticamente tratados em 1.126.288 pacientes 
foram mantidos na cavidade oral após um período mínimo de 8 anos. Chen et al. (2007) 
descreveram uma taxa de sucesso de 92,9% após tratamento endodôntico inicial em 1.557.547 
dentes em uma população chinesa, com controle de 5 anos.  
Alguns fatores podem influenciar negativamente a taxa de sucesso em dentes 
endodonticamente tratados (Zuolo et al., 2017). Entre eles, pode se destacar: restauração 
dental inadequada e condição periodontal.  
Entretanto, a maior causa de insucesso associada ao tratamento endodôntico 
inicial acontece quando a infecção primária intrarradicular não pode ser prevenida ou 
eliminada. Problemas técnicos decorrentes da falta de aderência a protocolos de tratamento 
amplamente aceitos pela especialidade estão associados à infecção intracanal e incluem: 
controle asséptico inadequado do campo operatório, cavidades de acesso incorretas, não 
localização de canais, limpeza e modelagem inadequadas dos canais e falhas de obturação e 
restauração que permitem recontaminação via microinfiltração coronária (Lopes e Siqueira Jr, 
2004). 
De acordo com o estudo in vivo, de Martinho et al. (2010b) investigando a 
capacidade do preparo químico-mecânico com hipoclorito de sódio a 2,5% e ácido 
etilenodiaminotetracético a 17% (EDTA) e sistema rotatório de níquel titânio na remoção de 
endotoxinas da infecção primária do canal radicular com PA, os LPS residuais encontrados 
(1,94%), após obturação, modulariam apenas temporariamente as defesas do hospedeiro de 
forma transitória e não influenciariam o resultado do tratamento endodôntico. 
Gomes et al. (2012) afirmam que o tratamento de escolha para propiciar o 
processo de cicatrização dos tecidos periapicais é a remoção de bactérias do canal radicular e 
seus subprodutos, pelo preparo químico-mecânico durante o tratamento endodôntico do 
sistema de canais No entanto, mesmo quando o tratamento foi seguido de adequado 
protocolo, as endotoxinas podem persistir nas paredes dos canais radiculares, mesmo depois 





3.1 Objetivo geral  
  
Avaliar a influência da obesidade e do tabagismo no perfil microbiológico e 
endotóxico da PA assintomática e sua relação com o reparo periapical 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
• Caracterizar a microbiota do canal radicular da PA assintomática em pacientes obesos 
e tabagistas por meio da técnica de checkerboard. 
• Caracterizar a microbiota do canal radicular da PA assintomática em pacientes obesos 
e tabagistas por meio de Nested-PCR. 
• Quantificar os níveis de LPS do canal radicular da PA assintomática em pacientes 
obesos e tabagistas por meio de LAL. 
• Comparar a microbiota e níveis de LPS dos pacientes com obesidade e tabagistas com 
os pacientes de estilo de vida saudável (grupo controle). 
• Correlacionar os microrganismos e LPS com as características clínicas e radiográficas 
dos casos selecionados. 
• Avaliar radiograficamente o reparo da região periapical nos diferentes grupos após 12 













4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 Autorização para Realização da Pesquisa 
 
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 
Odontologia de Piracicaba (FOP/UNICAMP) sob o CAAE: 52609716.6.0000.5418, seguindo 
a regulamentação da Resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde . (ANEXO 1) 
Para participação deste estudo, os pacientes assinaram um termo de 
consentimento livre e esclarecido (TCLE), conforme as normas vigentes na Resolução 466/12 
em pesquisa envolvendo seres humanos (APÊNDICE 1). 
 
4.2 Local de Realização da Pesquisa 
 
Todos os atendimentos e coletas clínicas foram realizados por um único 
endodontista (Maria Cristina Coelho de Carvalho,) localizado na cidade de São Paulo, Brasil. 
 
4.3 Seleção dos Participantes da Pesquisa 
 
Vinte e oito participantes de faixa etária entre 18 e 75 anos de idade, independente 
de gênero e nível socioeconômico foram incluídos devido à presença de PA assintomática de 
origem endodôntica. Antes do início do tratamento, os participantes leram e assinaram TCLE. 
As informações do paciente selecionado sobre o seu estilo de vida foram avaliadas por meio 
de um questionário em forma de ficha clínica (APÊNDICE 2). 
Um total de 30 dentes com PA assintomática necessitando de tratamento 
endodôntico foram incluídos no presente estudo. O número da amostra foi baseado em 
estudos prévios de identificação do microbioma em pacientes com PA assintomática (Siqueira 
et al., 2000; Siqueira et al., 2001; Socransky et al., 1998; da Silva et al., 2002). Os dentes 
foram divididos em 3 grupos de 10 dentes de acordo com o fator de risco presente. Grupo de 
pacientes com obesidade (GO): 10 dentes associados a pacientes com obesidade acima de     
30 kg/m2, obtido pelo índice de massa corporal (IMC) Índice de Quetelet-Expert Painel; 
Grupo de pacientes tabagistas (GT): 10 dentes associados a tabagistas com o número ≥ a 20 
cigarros ao dia (Krall et al., 2006); Grupo de pacientes com estilo de vida saudável (GS): 10 
dentes associados ao estilo de vida saudável sem presença de fator de risco obesidade, 
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tabagismo, ingestão de álcool, sendo então o grupo controle deste trabalho. Uma história 
dentária minuciosa foi obtida a partir de cada paciente.   
 
4.3.1 Critérios de Inclusão e Exclusão 
  
Inclusão: Os pacientes incluídos no estudo deveriam apresentar PA assintomática 
e estarem fielmente representados à característica do grupo, ou seja: Grupo GO pacientes com 
IMC ≥30kg/altura 2, sedentários, não usuários de tabaco; Grupo GT pacientes com IMC < 
30kg/altura 2 , sedentários, tabagistas e  Grupo GS pacientes com IMC < 30kg/altura 2 , prática 
de esporte por 20 minutos ≥ 3x ao dia, não usuário de tabaco. Dentes monorradiculares e 
multirradiculares foram incluídos e, quando multirradiculares, em apenas um canal radicular 
com área de lesão óssea periapical (≤ 2 mm e > 2 mm) foram realizadas as coletas.  
Exclusão: Participantes que receberam o tratamento com uso de qualquer tipo de  
antibióticos durante os últimos 3 meses, portadores de alterações metabólocas, como diabetes 
(testados clinicamente com glicosímetro) e hipertensão arterial (aferidos previamente a 
consulta clínica) , participantes com dor espontânea, mobilidade e bolsa periodontal no ato do 
atendimento clínico. 
 
4.4 Exame Clínico, Aspectos Clínicos e Radiográficos 
 
Foram anotados dados pessoais dos participantes, tais como idade e sexo, história 
médica e dentária.  
Durante o exame clínico foram registradas informações sobre o dente a ser tratado 
e sua condição atual, segundo Pinheiro et al. (2003ab, Francisco, 2017), em relação à 
qualidade da restauração ou coroa, à presença de cáries, infiltrações coronárias e fraturas. 
Quanto à sintomatologia, foi verificada a ausência de dor à percussão (horizontal e vertical) e 
à palpação. Também foram anotados dados, tais como: presença ou ausência de edema dos 
tecidos periapicais, fístulas, mobilidade dental e bolsa periodontal. Durante a coleta, o aspecto 
físico do exsudato se havia ou não do canal radicular também foi registrado. Todas essas 
características clínicas referentes ao dente investigado foram anotadas na ficha clínica de cada 
participante.  
Radiografias foram realizadas com guias personalizadas individuais com o 
sistema digital Vista-Scan, e a área radiolúcida foi medida por ferramentas disponíveis (filtro 
para endodontia) em seu software (Durr Dental, Germany).  
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Na radiografia periapical, foram avaliados os seguintes aspectos: 
a. Presença de imagem de cárie sob a restauração, sugerindo uma infiltração 
coronária.  
b. Qualidade da restauração, sendo considerada boa, quando bem adaptada, e 
ruim, quando há presença de falhas na margem, ou seja, de espaços vazios entre o material 
restaurador e o substrato; 
c. Presença e diâmetro da lesão periapical relacionado ao dente tratado 
endodonticamente (≤ 2 mm e > 2 mm); 
Os dados para a avaliação clínica do periodonto de sustentação (gengivite e 
periodontite) e os achados radiográficos da PA referentes ao dente investigado foram 
anotados na ficha clínica de cada paciente (Apêndice 2). 
 
4.5 Procedimentos Clínicos 
 
A primeira etapa da pesquisa, o atendimento clínico dos participantes, a coleta, 
endodôntica e a coleta das endotoxinas do interior do canal radicular e a finalização do 
tratamento endodôntico, foi realizada na clínica particular. 
A segunda etapa da pesquisa, ou seja, a realização dos testes de identificação 
microbiana, quantificação das endotoxinas e a avaliação dos resultados, foi realizada no 
laboratório de microbiologia endodôntica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, FOP-
UNICAMP. 
O método utilizado neste estudo foi descrito por Gomes et al. (1994ab; 1996) e 
Vianna et al. (2008). Alguns princípios foram preconizados para realização das coletas 
microbiológicas, como: 
a. Durante toda a terapia endodôntica foram utilizadas técnicas assépticas e 
instrumentos esterilizados e apirogênicos (livre de endotoxinas); 
b. Remoção dos contaminantes coronários (cáries e restaurações defeituosas) e 
descontaminação do campo operatório; 
c. Realização do isolamento absoluto; 
d. Ausência de interferências para que o instrumento de coleta tenha um acesso 





4.5.1 Coleta Inicial das Amostras do Canal Radicular  
  
Previamente a consulta clínica, foi realizada a descontaminação da face externa do 
paciente com clorexidina gel 2% (Endogel, Itapetininga, São Paulo) e anestesia local ou 
troncular regional na região do dente envolvido. Realizou-se o polimento coronário com pedra 
pomes, isolamento absoluto e o vedamento da interface coroa-lençol, com auxílio do Opal 
Dam (Ultradent, Utah, USA), para evitar uma possível infiltração salivar. Em seguida, foi 
realizada a desinfecção do campo operatório, que compreende a descontaminação do grampo, 
lençol de borracha, arco e da porção coronária do dente com swabs estéreis e umedecidos, em 
água oxigenada 30% v/v (Rioquímica, Sao José dos Campos, São Paulo), NaOCl 2,5% 
(Fórmula & Ação, São Paulo, São Paulo) por 30 segundos cada e subsequente neutralização 
com solução estéril de tiosulfato de sódio 5% (Möller, 1966).  
A abertura coronária foi realizada em alta rotação com sistema de irrigação do 
equipo fechado, dessa forma para reduzir o aquecimento da ponta esférica diamantada (#1016 
ou #1014- KG Sorensen, Cotia, São Paulo) foi utilizado soro fisiológico estéril. Finalizado a 
forma de contorno e conveniência (#3071- KG Sorensen, Cotia, São Paulo) da abertura 
coronária, o campo operatório e a câmara pulpar foram descontaminados novamente, com as 
mesmas soluções, e neutralizados. 
A lima K #15 (Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suíça) foi posicionada no 
comprimento do canal radicular determinado na radiografia pré-operatória e foi utilizado o 
localizador apical (Raipex,VDW, Munich) para confirmar a patência e obter o comprimento 
de trabalho adotada à posição zero no localizador apical.  
Para as coletas dos canais radiculares, 3 cones de papel apirogênicos foram 
introduzidos no comprimento pré-determinado pelo localizador apical, permanecendo nessa 
posição por 60 segundos. Casos em que o canal se apresentou seco, este foi umedecido com 
soro fisiológico esterilizado e apirogênico. Os cones foram armazenados em criotubos com 








4.5.2 Armazenamento das Amostras 
 
As amostras identificadas foram transportadas para o Laboratório de 
Microbiologia Endodôntica, acondicionadas em um isopor contendo gelo seco e mantidas 
congeladas em -80ºC até o início das análises laboratoriais. 
 
4.5.3 Protocolo para o Tratamento Endodôntico 
 
O preparo químico-mecânico (PQM) foi realizado pelo sistema reciprocante 
Reciproc (VDW, Munich, Germany) associado a CHX 2% gel (Endogel, Itapetininga, São 
Paulo) como substância química auxiliar. Após o preparo cervical e médio com a lima 
Reciproc #40  foi determinada manualmente a lima anatômica inicial (LAI). 
Durante todo o PQM, uma lima #10 tipo K (Maillefer/Dentsplay, Ballaigues 
Suíça) foi utilizada para manter a patência do canal seguida de abundante irrigação com soro 
fisiológico/aspiração. Um inserto ultrassônico Irrisonic 20.01 (Helse, Ribeirão Preto, São 
Paulo, Brasil) montado em um dispositivo de ultrassom piezoelétrico (JMorita, Tóquio, 
Japão) foi utilizado por um minuto após a cada ação do instrumento, a cada  ação do irrigante 
(soro fisiológico-Eurofarma, São Paulo) e a cada renovação da substância química auxiliar 
(CHX 2%- Endogel, Itapetininga, São Paulo) em todos os terços do preparo do sistema de 
canais. No terço apical, o instrumento foi posicionado a 1 mm do limite de trabalho, ou seja, 
1mm aquém do forame 0.  
 O preparo do terço apical foi conduzido com a lima Reciproc R#40 como lima 
anatômica final (LAF) até ser posicionada no forame 0 e foi confirmado a patência com a 
LAI. Os canais foram irrigados com solução específica para neutralizar a ação da substância 
química auxiliar (CLX gel 2% = tween 80 + lecitina de soja). O protocolo de irrigação foi 
finalizado com 4,0 ml de solução fisiológica. 
Foram inseridos 1,0 ml de EDTA 17% (Fórmula & Ação, São Paulo, São Paulo) 
no interior do canal radicular e agitado ultrassonicamente por 1 minuto, repetido por mais 2 
ciclos, o qual  totalizou 3 ml da solução. A finalidade do uso do EDTA foi a de remover a 
camada residual e permitir a abertura dos túbulos dentinários para a ação antimicrobiana e 





4.5.4 Coleta após PQM  
 
Após o uso do EDTA, um novo procedimento de coleta do canal radicular foi 
realizado, como descrito na coleta  inicial. 
Os canais foram secos com cones de papel calibrados (Reciproc, VDW, Munich, 
Alemanha e obturados utilizando-se a técnica do cone modelado apical com cimento AH-plus 
(Dentsplay associado à condensação vertical (Termocompactador BeeFell, VDW, Munich, 
Alemanha). Finalizada a obturação do sistema de canais, os dentes foram selados com uma 
camada de 2 mm de Coltosol (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) na embocadura do canal. 
Foi aplicado ácido fosfórico 37% por 15 segundos, adesivo Single Bond 3M (3M Dental 
Products, St Paul, EUA) e 3-5 mm de resina fotopolimerizável Z 250 (3M Dental Products, 
St. Paul, EUA). 
Uma nova radiografia foi realizada ao final do tratamento endodôntico com o mesmo 




Após 12 meses da realização do tratamento endodôntico, os participantes foram 
chamados para avaliação clínica e radiográfica. A condição de inclusão dos grupos quanto a 
obesidade e tabagismo deveriam estar mantidas. Dessa forma, foram realizados todos os testes 
clínicos e avaliadas as características referentes à dor, à palpação e à percussão, que foram 
anotadas na ficha clínica. A radiografia do dente avaliado também foi realizada na consulta de 
proservação para posterior comparação à radiografia inicial  e final do tratamento 
endodôntico. 
 
4.6 Procedimentos Laboratoriais  
 
4.6.1 Checkerboard DNA-DNA Hybridization 
 
A metodologia empregada para a Técnica de checkerboard DNA-DNA 
hybridization seguiu a descrição feita por Socransky et al. (1994) e modificada por Maciel et 
al. (2016). 
 
4.6.1.1 Extração do DNA Microbiano 
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Tubos tipo Eppendorf com 250 µL das amostras contendo cones de papel e 
bolinhas de vidro foram agitados no Vortex (Agitador de Tubos). Após esse procedimento, os 
tubos foram centrifugados a 12.000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante neles contido foi 
então descartado e o pellet ressuspendido com 150 µL de solução TE e 100 µL de solução de 
hidróxido de sódio (NaOH). As suspensões contendo as amostras coletadas foram aquecidas 
em banho-maria por dez minutos e, em seguida, neutralizadas pela adição de 0,8 ml de 5M de 
acetato de amônia (C2H7NO2). Com isso, as células bacterianas foram lisadas e o DNA ficou 
suspenso na solução. 
 
4.6.1.2 Aplicação das Amostras na Membrana de Nylon  
 
Uma membrana de nylon (15x15 cm) com carga positiva (Amersham 
Biosciences, Chicago, IL – USA) foi montada no Minislot 30® (Immunetics, Cambridge, MA 
– USA). Cada suspensão de amostra contendo DNA livre foi depositada nas fendas do 
Minislot 30® e o DNA concentrado permaneceu depositado na membrana de nylon. A 
membrana foi removida do aparato e o DNA, previamente depositado nesta, foi fixado por 
intermédio de aquecimento em forno a 120°C, por 20 minutos. As duas últimas canaletas do 
Minislot 30® foram reservadas para a colocação dos controles, contendo uma mistura das 
espécies dos microrganismos que foram investigados pelas sondas de DNA, em duas 
concentrações, 105 e 106 células bacterianas. 
 
 
4.6.1.3 Hibridização da Membrana com as Sondas de DNA  
 
Após a fixação do DNA na membrana, esta foi pré-hibridizada a 42°C, por uma 
hora, em uma solução de 50% formamida, 1% caseína, 5 X SSC (Solução Salina Citratada), 
25 mM de fosfato de sódio (pH 6,5) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura. A membrana foi então 
colocada sob a placa acrílica do Miniblotter 45® (Immunetics, Cambridge, MA – USA), 
rotacionada a 90° de sua posição original, com as linhas contendo o DNA fixado, 
perpendiculares às canaletas do Miniblotter 45®. O Miniblotter 45® contém 45 canaletas que 
servem, cada uma, para a colocação de uma sonda de DNA. 
As sondas de DNA específicas para as espécies que foram usadas neste estudo 
(Tabela 1) foram confeccionadas usando o random primer digoxigenin labeling Kit 
(Boehringer Mannheim, Indianápolis, IN – USA), como descrito por Feinberg e Vogelstein 
(1983). Essas espécies foram selecionadas devido à sua associação às infecções endodônticas 
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ou a sua presença em outras infecções bucais  (Gomes et al., 1994a, 2004, 2005; Siqueira et 
al., 2000; Siqueira  e Rôças, 2003a). 
 
Tabela 1 – Relação completa das cepas empregadas para o desenvolvimento das sondas de 
DNA bacteriano 
 Espécies Cepas Espécies Cepas 
Actinomyces israelii ATCC 12102* 
Fusobacterium nucleatum sp 
vincentii 
ATCC 49256*T 
Actinomyces odontoloyticus I ATCC 17929* Parvimonas micra ATCC 33270*T 
Actinomyces oris ATCC 43146* Porphyromonas endodontalis ATCC 35406*T 
Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans A e B 
ATCC 43718* 
ATCC 29523* 
Neisseria mucosa ATCC 19696*T 
Campylobacter rectus ATCC 33238*T Prevotella intermedia ATCC 25611*T 
Campylobacter showae ATCC 51146*T Porphyromonas gingivalis ATCC 33277*T 
Capnocytophaga gingivalis ATCC 33624* Prevotella melaninogenica ATCC 25845*T 
Capnocytophaga ochracea ATCC 33596*T Prevotella nigrescens ATCC 33563*T 
Capnocytophaga sputigena ATCC 33612*T 
Propionybacterium acnes 
( I +II ) 
ATCC 11827* 
ATCC 11828* 
Dialister pneumosintes ATCC 51894 Staphylococcus epidermidis ATCC 43541*T 
Eikenella corrodens ATCC 23834*T Streptococcus intermedius ATCC 27335*T 
Enterococcus faecalis ATCC 29212* Streptococcus mitis ATCC 49456*T 
Enterococcus faeccium 6569 Treponema Socranskii S1 a 
Enterococcus hirae 10541 Streptococcus mutans ATCC 25175 
Eubacterium nodatum ATCC 33099* Streptococcus oralis ATCC 35037 
Eubacterium saburreum ATCC 33271*T Tannerella forsythia ATCC 43037 
Fusobacterium  periodonticum ATCC 33693*T Treponema denticola B1a 
Fusobacterium nucleatum sp 
nucleatum 
ATCC 25586*T Veillonella parvula ATCC10790 
Fusobacterium nucleatum sp 
polymorphum 
ATCC 10953*T Filifactor alocis ATCC 35896*T 
Gemella morbillorum ATCC 27829*T Streptococcus gordonii ATCC 10558*T 
 
                   * ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD);a Cepas do Instituto Forsyth; T Tipo da cepa 
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Anteriormente ao seu uso, as sondas foram testadas com uma mistura controle 
contendo as espécies investigadas, em uma concentração de 104 células bacterianas. As 
concentrações foram ajustadas de tal modo que as intensidades dos sinais de todas as sondas 
fossem semelhantes.  
Cada sonda de DNA contida em uma solução de hibridização (45% formamida, 5 
X SSC, 20 mM de fosfato de sódio pH 6,5, 0,2 mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de 
dextrano, 1% caseína e 20 mg/ml de sonda de DNA) foi removida com pipeta e colocada em 
canaleta do Miniblotter 45®. De modo que cada canaleta do Miniblotter 45® fosse 
preenchida com 135 µL de uma determinada sonda. As sondas hibridizaram 
perpendicularmente às linhas contendo o DNA bacteriano fixado, propiciando um formato de 
xadrez com as linhas de DNA, horizontais, e as sondas, verticais. O aparato, contendo o 
Miniblotter 45® e a membrana com as sondas e o DNA das amostras bacterianas fixado, foi 
colocado dentro de um saco plástico umedecido para evitar a desidratação destas e incubado a 
42°C para que a hibridização ocorra. A hibridização das membranas com as sondas ocorreu 
durante um período mínimo de 12 horas (overnight).  
 
4.6.1.4 Detecção das Espécies  
 
Após a hibridização com as sondas, as membranas foram removidas do 
Miniblotter 45® e lavadas por 40 minutos a 65°C, em uma solução adstringente de (tampão 
de fosfato, a fim de remover sondas que não hibridizaram completamente. Em seguida, as 
membranas foram imersas por 1 hora, sob agitação, em uma solução bloqueadora contendo 
0,1 M ácido maleico, 3 M NaCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, 0,5% caseína, pH 8,0 e por 
30 minutos na mesma solução contendo o anticorpo anti-digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP 
Fab fragments-Roche Diagnostics GmbH, Manheim-Germany) conjugado à fosfatase alcalina 
em uma diluição de 1/25.000. As membranas foram, então, lavadas com uma solução de 0,1 
M ácido maleico, 3 M NaCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, pH 8,0, duas vezes por 20 
minutos, e uma vez por 5 minutos em 0,1 M Tris HCl, 0,1 NaCl,  50 mM MgCl2, pH 9,5. Em 
seguida, as membranas foram incubadas em uma solução detectora, CDP-Star Detection 
Reagent® (Amershan Biosciences UK Limited, Buckinghamshire – UK), por 60 minutos a 
37°C. Finalmente, as membranas foram colocadas em um cassete sob um filme radiográfico 
(Kodak® X-OMAT Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, São José dos Campos, SP) por 
aproximadamente 40 minutos, e os filmes foram revelados logo em seguida. Cada sinal 
produzido por uma determinada sonda na amostra dos canais radiculares foi comparado em 
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intensidade ao sinal produzido pela mesma sonda nos dois controles 105 e 106. Assim sendo, o 
número (0) foi registrado quando não houver detecção de sinal; (1), quando houver um sinal 
menos intenso que o controle de 105 células; (2) a aproximadamente 105 células; (3) entre 105 
e 106 células; (4) a aproximadamente 106 células e (5) a mais que 106 células. Esses registros 





A extração de DNA das amostras obtidas diretamente do VMGA III foi realizada 
com o QIA amp DNA kit (Qiagen, Valencia, EUA) de acordo com as instruções do 
fabricante. Após extração, a leitura da concentração de DNA presente nas amostras coletadas 
dos canais radiculares foi realizada a 260 nm por meio de espectrofotometria (Nanodrop 
2000; Thermo Scientific, Wilmington, EUA).  
Inicialmente foi realizada uma primeira amplificação direcionada a regiões que 
abrangem os genes 16S e 23S rRNA com primers universais: 
 
Univ Forward (785) 16S 5’GGATTAGATACCCTGGTAGTC3’ 
Univ Reverse (L422)  23S 5’ GGAGTATTTAGCTT 3’ 
 
As reações de PCR foram processadas na quantidade total de 50µL para cada 
amostra, contendo 5µL de tampão para reação de PCR (10x Reaction Buffer, Invitrogen, São 
Paulo, Brasil); 2µL de uma mistura de deoxiribonucleotídeos fosfatados (2mM) (dNTPs, 
Invitrogen, São Paulo, Brasil); 4µL de solução de cloreto de magnésio (25 mM) (MgCl2, 
Invitrogen, São Paulo, Brasil); 1µL de uma solução 20mM de Primer Forward (20 mM) 
(Invitrogen, São Paulo, Brasil); 1µL de uma solução 20mM de Primer Reverse (20 mM) 
(Invitrogen, São Paulo, Brasil); 34,8µL de água ultrapura livre de DNAase e RNAase; 0, 2µL 
da enzima Taq DNA Polimerase (Taq Platinum, Invitrogen, São Paulo, São Paulo, Brasil) e 
2µL de DNA extraído da amostra coletada do canal radicular, na concentração de 40ng/ml. A 
reação consistiu de uma desnaturação inicial (95°C, 2 min); 22 ciclos de desnaturação (94°C, 
1 min), anelamento (42°C, 2 min) e extensão (72°C, 3 min); seguidos de uma extensão final 
(72°C, 10 minutos).  
Os produtos da reação da PCR universal foram analisados por eletroforese em gel 
de agarose a 1% (Invitrogen® – Life Technology do Brasil) em tampão de Tris-borato EDTA 
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(pH 8,0) (TBE) corado com EZ-Vision® In-Gel Solution (5ug/ml-Invitrogen®, 
AMBRESCO, LLC, Ohio, USA).  Foi incluído em cada gel um padrão de peso molecular de 
1 Kb (DNA ladder, Invitrogen® – Life Technology do Brasil). Após o término de cada 
corrida (60 volts por 40 min), as bandas foram observadas com transiluminador de luz 
ultravioleta. Uma identificação positiva ou negativa foi baseada na presença ou não de 
bandas limpas do esperado tamanho da molécula na altura do fragmento de aproximadamente 
1.500 pb, respectivamente. 
Verificado o sucesso da reação universal, uma alíquota do produto dessa reação 
foi utilizada para realização da segunda reação de PCR, agora usando um primer espécie-
específico com o L189R. As reações foram processadas na quantidade total de 25µL para 
cada amostra contendo 2,5µL de tampão para reação de PCR (10x Reaction Buffer, 
Invitrogen, São Paulo, Brasil); 2,5µL de uma mistura de deoxiribonucleotídeos fosfatados    
(2 mM) (dNTPs, Invitrogen, São Paulo, Brasil); 1,5µL de solução de cloreto de magnésio  
(25 mM) (MgCl2, Invitrogen, São Paulo, Brasil); 0,62µL de uma solução 100µM de Primer 
Forward (20 mM) (Invitrogen, São Paulo, Brasil); 0,62µL de uma solução 100µM de Primer 
Reverse (20 mM) (Invitrogen, São Paulo, Brasil); 16,14µL de água ultrapura livre de 
DNAase e RNAase; 0,12µL da enzima Taq DNA Polimerase (Taq Platinum, Invitrogen, São 
Paulo, São Paulo, Brasil) e 1µL do produto da primeira reação. A reação constitui de uma 
desnaturação inicial (95°C, 2 min); 22 ciclos de desnaturação (94°C, 1 min), anelamento 
(42°C, 2min) e extensão (72°C, 3 min); seguidos de uma extensão final (72°C, 10 minutos). 
Esta última etapa compreendeu 27 ciclos de desnaturação (94°C, 1 min), anelamento (52°C, 
2min) e extensão (72°C, 3 min). A leitura foi realizada seguindo os mesmos parâmetros da 
reação inicial, descrita anteriormente. 










  Tabela 2 – Região de ligação, especificidade, direção de síntese e sequência dos primers       
empregados na detecção de espécies bacterianas pela técnica de Nested -PCR . 
Primer Especificidade Tamanho Direção Sequência 
422R / Universal (23S) 422pb →5´ GGAGTATTTAGCTT 
785F / Universal (16S) 785pb →5´ GGATTAGATACCCTGGTAGTC 
L189R / Universal (23S) 1500pb 5´→3´ GGTACTTAGATGTTTCAGTTC 
A.actinomycetemcomitans(16S) 1500pb 5´→3´ GAAGAAGAACTCAGAGATGGGTTT 
Actinomyces naeslundii(16S) 1500pb 5´→3´ TGGAGACGGGGTTTCCTCCTTTGG 
Dialister pneumosintes(16S) 1500pb 5´→3´ CCTTGACATTGATCGCAATCCATAGAA 
Enterococcus faecalis(16S) 1500pb 5´→3´ GTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCA 
Filifactor alocis(16S) 1500pb 5´→3´ ACATACCAATGACAGCCTTTTAA 
F.nucleatum(16S) 1500pb 5´→3´ TTCGGGGAAACCTAAAGACAGGTGG 
Gemella morbillorum(16S) 1500pb 5´→3´ CGAGAGTCAGCCAACCTCATA 
 
P.endodontalis(16S) 1500pb 5´→3´ TTTAGATGATGGCAGATGAGAG 
P.gingivalis(16S) 1500pb 5´→3´ CATCGGTAGTTGCTAACAGTTTTC 
Parvimonas micra(16S) 1500pb 5´→3´ AACGAGAAGCGAGATAGAGATGTTA 
   
Prevotella nigrescens(16S) 1500pb 5´→3´ CGTTGGCCCTGCCTGCGG 
Prevotella intermedia 1500pb 5´→3´ TGTAAATATTTTTCACACGCATA 
Prevotella tannerae(16S) 1500pb 5´→3´ CCAAGAGTGCGGAGTGCAGAGATGCG
C 
Streptococcus sobrinus 1500pb 5´→3´  GGTATTCGGTTTGACTGC 
 
Tannerella forsythia(16S) 1500pb 5´→3´ TGCGATATAGTGTAAGCTCTACAG 
Treponema denticola(16S) 1500pb 5´→3´ CAAGAGCAATGACATAGAGATATGG 
Treponema socranskii(16S) 1500pb 5´→3´ ATGTACACTGGGCGTGTGCG 
 
 
4.6.3 Endotoxinas (LPS) – Teste Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Pyrogent-5000 (Lonza, 
Walkersville, MD, EUA) 
 
4.6.3.1 Materiais Apirogênicos  
 
Para a realização do teste LAL Pyrogent-5000, todos os materiais apresentaram–
se apirogênicos (livre de endotoxinas). Os materiais tornaram-se apirogênicos quando foram 
submetidos ao calor seco (estufa) a 250°C por um período de 30 minutos ou por energia 
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ionizante (EMBRARAD, Cotia, SP). Outros materiais já se apresentaram apirogênicos e 
esterilizados oriundos de fábrica (Lonza, Walkersville, MD, EUA). 
 
4.6.3.2 LAL Pyrogent-5000 (Lonza, Walkersville, MD, EUA)   
 
Pyrogent-5000 é um ensaio cinético quantitativo para detecção de endotoxina de 
bactéria Gram-negativa. Esse teste utiliza uma preparação de Lisado do Amebócito Limulus 
(LAL), em combinação com um incubador fotométrico e um software apropriado, para 
detecção fotométrica da endotoxina. Uma amostra é misturada com o reagente LAL 
reconstituído, colocada em um fotômetro e monitorada automaticamente até o 
desenvolvimento de uma aparência de turvação (densidade ótica). O tempo necessário antes 
da aparição da turvação (tempo de reação) é inversamente proporcional a quantidade de 
endotoxina presente. A concentração de endotoxina em amostras desconhecidas pode ser 
calculada a partir de uma curva-padrão. 
Para o cálculo da concentração de endotoxina em amostras desconhecidas foi 
estabelecida uma curva-padrão com quantidades conhecidas de endotoxina (Escherichia coli). 
Esta será preparada utilizando soluções com concentrações 0,01 EU/ml, 0,10 EU/ml, 1 
EU/ml, 10 EU/ml, 100 EU/ml como descrito na Tabela 3. 
 






Volume de água 
reagente LAL 
Volume de solução de 
endotoxina adicionado à água 
apirogênica 
1 10 0,9 ml 0,1 ml de 100 EU/ml solução 
2 1 0,9 ml 0,1 ml de 10 EU/ml solução 
3 0,10 0,9 ml 0,1 ml de 1 EU/ml solução 
4 0,01 0,9 ml 0,1 ml de 0,10 EU/ml solução 
 
Os valores da absorbância das soluções de endotoxina previamente preparadas 
foram espectrofotometricamente medidos a 340 nm no leitor Biotek (ELX 808, Winooski, 
VT, EUA). A absorbância a 340 nm deverá ser linear com os intervalos de concentração 
usados. A linearidade da curva padrão dentro do intervalo de concentração foi usada para 
determinar os valores de endotoxina. A reprodutibilidade pode ser verificada pela comparação 
das diferentes curvas. 
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4.6.3.3 Procedimentos para Execução do Teste  
 
Foi impresso um esboço com o posicionamento da água apirogênica, da curva 
padrão, das amostras e do controle positivo do produto (PPC) na microplaca de 96 poços 
(Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, EUA). Em seguida, foi dispensado 
cuidadosamente no interior dos poços da microplaca: 100 µl das amostras e 100 µl dos 
controles positivos destas, ambas em duplicata. Nas amostras controles foram dispensados 10 
µl da endotoxina na concentração de 10 EU/ml, evitando formação de bolha. Após o 
preenchimento das amostras e dos respectivos controles previamente contaminados com E. 
coli, foi dispensado cuidadosamente no interior dos poços da microplaca: 100 µl de água 
apirogênica (branco), padrões de endotoxina (100 µl da concentração de 0,01 EU/ml; 0,1 
EU/ml; 1 EU/ml; 10 EU/ml e 100 EU/ml). A placa foi pré-incubada por ≥ 10 minutos a 
37°C+1 °C, no leitor Biotek. Próximo ao final do período de pré-incubação, cada frasco de 
reagente Pyrogent-5000 foi reconstituído com 5,2 ml de tampão de reconstituição Pyrogent-
5000. Após isso, foi dispensado rapidamente 100 µL do reagente reconstituído de Pyrogent-
5.000 dentro de todos os poços da microplaca, iniciando pela primeira coluna (A1-H1) e 
procedendo em sequência até a última coluna utilizada. Com a tampa da microplaca removida 
foi iniciada a leitura. 
 
4.6.3.4 Cálculo da Concentração de Endotoxina 
 
De forma contínua durante todo o ensaio, o leitor de microplacas foi monitorado 
na absorbância de 340 nm de cada poço da microplaca. Usando a leitura de absorbância 
inicial de cada orifício como seu próprio branco, o leitor determina o tempo necessário para 
que a absorbância aumente a 0,03 unidades. Esse tempo é denominado tempo de reação. O 
software WinKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA) executa automaticamente uma 
correlação linear log/log do tempo de reação de cada padrão com a concentração de 
endotoxina correspondente. Os parâmetros da curva padrão foram impressos no relatório. Se o 
valor absoluto do coeficiente de correlação (r) for ≥ 0,980, um modelo polinomial pode ser 
usado para construir uma curva padrão e, assim, predizer as concentrações de endotoxina das 





4.7 Proservação do Tratamento Endodôntico 
  
Os 30 participantes retornaram para controle clínico e radiográfico após 12 meses. 
Os  sinais e sintomas se presentes foram anotados e a radiográfia realizada com o mesmo guia 
para padronização utilizado na radiografia inicial  e final do tratamento endodôntico. 
Radiografias pré-operatórias, pós-operatórias e de seguimento foram examinadas 
por índice de correlação de Kappa por 2 avaliadores experientes endodontistas que 
desconheciam de qual grupo pertencia o caso avaliado, utilizando critérios descritos 
previamente na literatura (Rud et al. 1972, Molven et al., 1987). Se houve discordância entre 
os avaliadores, foi solicitada a opinião de um terceiro endodontista.  
 O sucesso da terapia foi julgado em referência ao processo de cura ou de doença 
(Zuolo et al., 2017). 
A Cura foi agrupada em 2 tipos:  
I. Completa: ausência de sinais clínicos de inflamação (dor, edema intra ou 
extraoral, fístula e perda de função mastigatória) e radiográficos de PA. 
II. Incompleta: devido ao dinamismo do processo de reparo, regressão de 
áreas radiolúcidas em conjunto com ausência de sinais clínicos de 
inflamação ou infecção podem ser interpretados como cura em andamento 
ou progressão. 
A doença foi considerada como a persistência da PA mesmo quando sinais 
clínicos não foram evidentes ou presença de sinais e sintomas de inflamação ou infecção 
mesmo na ausência de sinais radiográficos de patologia apical. 
  
4.8 Análise Estatística 
  
Os dados coletados foram introduzidos em uma planilha de cálculo e 
estatisticamente analisados usando SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). O 
teste exato de Fisher ou de Qui-quadrado de Pearson, quando apropriados, foram usados para 
se testar a hipótese de que não existe nenhuma relação entre os aspectos clínicos e 
radiográficos e a presença de bactérias específicas e níveis de endotoxina. Também foi testada 
a hipótese de que não existe relação entre o preparo químico-mecânico e os níveis de 
endotoxinas presentes nas amostras. Nos casos em que essa hipótese foi descartada, ou seja, 
quando houve associação estatisticamente significante ao nível de 5%, a proporção 
populacional expressa como ODDS Ratio ou risco foi empregada para classificar as 
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associações positivas (ODDS Ratio ≥2,0) ou associações negativas (ODDS Ratio ≤0,5). Os 
resultados obtidos com o teste LAL usado para quantificar LPS foram analisados 
estatisticamente usando o teste de Shapiro-Wilk para comparar a quantidade de endotoxina 
inicial e após o PQM. Quando foram encontradas diferenças significativas entre os diferentes 
tempos de amostragem, o teste de Wilcoxon foi utilizado posteriormente. Os níveis de 
significância foram definidos em  p <0,05. Os dados de proservação qualitativos foram 































5.1 Perfil dos Casos Coletados 
 
As características clínicas dos pacientes GO estão apresentadas na tabela 4. Um 
total de 10 pacientes com faixa etária entre 28 e 81 anos (mediana: 54,8 anos) participaram 
como voluntários da pesquisa. A mediana de IMC foi 31kg/m2. Destes, 70% (7/10) eram do 
sexo feminino e 30% (3/10) do sexo masculino. Ao teste de percussão vertical, em sete casos, 
os pacientes relataram desconforto (7/10).  Quatro dentes exibiam sinais clínicos de 
microinfiltração coronária (4/10). Em seis casos os canais radiculares continham exsudato 
seroso. Na região apical, todos os casos exibiram evidência radiográfica de lesão periapical, 
com média de 4 mm do tamanho da lesão radiolúcida. 
O perfil dos pacientes do GT estão descritos na tabela 5. Os 10 pacientes com 
faixa etária entre 45 e 78 anos (mediana: 61,6 anos). A mediana da carga de tabagismo foi 25 
cigarros ao dia. Destes, 80% (8/10) eram do sexo masculino e 20% (2/10) do sexo feminino. 
Ao teste de percussão vertical, quatro pacientes relataram desconforto (4/10). Cinco pacientes 
exibiam sinais clínicos de microinfiltração coronária (5/10). Em quatro casos foi encontrado 
exsudato nos canais. Todos os casos exibiram lesão periapical, com média de 2,9 mm do 
tamanho da lesão radiolúcida. 
No GS, as características clínicas encontram-se na tabela 6. 10 pacientes com 
faixa etária entre 19 e 63 anos (média: 43,2 anos). Destes, 70% (7/10) eram do sexo feminino 
e 30% (3/10) do sexo masculino. Três pacientes relataram desconforto à percussão (3/10).  
Cinco pacientes exibiam sinais clínicos de microinfiltração coronária (5/10). Em quatro casos 
foi encontrado exsudato. Todos os casos exibiram lesão periapical, com média de 3 mm do 
tamanho da lesão radiolúcida. 
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Tabela 4 – Características clínicas dos pacientes GO com PA assintomática. 
Caso Idade Sexo Dente 
Sensibilidade 
Coroa Microinf. Canal Lesão (mm) Mobil. DE PV P 
1 52 M 24 - + - Restaurado Sim Seroso 4 Não 
2 30 M 37 - - - Restaurado Não Seco 3 Não 
3 44 F 22 - + - Restaurado Não Seroso 3 Não 
4 58 F 43 - - - Restaurado Não Seco 3 Não 
5 57 F 16 - + - Restaurado Sim Seroso 4 Não 
6 28 F 22 - - - Restaurado Não Seco  5 Não 
7 81 F 25 - + - Restaurado Sim Seroso 5 Não 
8 63 F 16 - + - Restaurado Sim Seroso 6 Não 
9 69 F 34 - + - Restaurado Não Seroso 3 Não 
10 66 M 23 - + - Restaurado Não Seroso 4 Não 




Tabela 5 – Características clínicas dos pacientes GT com PA assintomática. 
Caso Idade Sexo Dente Sensibilidade Coroa Microinf. Canal Lesão (mm) Mobil. DE PV P 
1 78 M 11 - + - Restaurado Não Seroso 2 Não 
2 45 M 35 - - - Restaurado Sim Seco 3 Não 
3 62 M 22 - - - Restaurado Sim Seco 3 Não 
4 62 M 33 - - - Restaurado Sim Seco 4 Não 
5 69 M 15 - + - Restaurado Sim Seroso 3 Não 
6 48 M 17 - - - Restaurado Sim Seco 3 Não 
7 67 M 16 - + - Restaurado Não Seroso 3 Não 
8 61 F 42 - - - Restaurado Não Seco 3 Não 
9 49 M 14 - - - Restaurado Não Seco 3 Não 
10 75 F 11 - + - Restaurado Não Seroso 2 Não 












Tabela 6 – Características clínicas dos pacientes do GS com PA assintomática. 
Caso Idade Sexo Dente Sensibilidade Coroa Microinf. Canal Lesão (mm) Mobil. DE PV P 
1 63 F 26 - - - Restaurado Não Seco 3 Não 
2 19 F 11 - - - Restaurado Sim Seco 2 Não 
3 49 F 25 - - - Restaurado Sim Seco 3 Não 
4 19 F 21 - + - Restaurado Não Seroso 4 Não 
5 38 F 42 - - - Restaurado Sim Seco 4 Não 
6 39 F 25 - + - Restaurado Sim Seroso 2 Não 
7 58 M 15 - + - Restaurado Não Seroso 2 Não 
8 58 M 16 - - - Restaurado Sim Seco 3 Não 
9 53 F 24 - - - Restaurado Sim Seco 3 Não 
10 36 M 36 - - - Restaurado Não Seco 4 Não 







5.2 Composição da Microbiota  
 
5.2.1 Microrganismos identificados pelo checkerboard  
 
Bactérias foram detectadas em 100% das amostras microbiológicas nos três 
grupos estudados (obesos, tabagistas e saudáveis) (30/30).  
 
5.2.1.1. Grupo de Pacientes do GO 
 
Dentre as bactérias investigadas as mais frequentemente detectadas foram: 
Campylobacter rectus (7/10 casos, 70%), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (6/10, 
60%), Fusobacterium periodonticum (6/10, 60%) e Gemella morbillorum (6/10, 60%) (Figura 
1).  
Após o PQM, as bactérias mais frequentes foram: Prevotella intermedia (5/10 
casos, 50%), Capnocytophaga sputigena (4/10 casos, 40%), Propionibacterium acnes (4/10 
casos, 40%), Streptococcus oralis (4/10 casos, 40%) e Eubacterium saburreum (4/10 casos, 
40%) (Figura 2). Redução do número de espécies e de carga bacteriana. 
Em relação à quantificação relativa das espécies antes do tratamento, 39 das 
bactérias pesquisadas foram encontradas, porém, unicamente, as concentrações de 
Capnocytophaga gingivalis, Streptococcus mutans, Dialister pneumosintes, Filifactor alocis, 
Eubacterium nodatum, Streptococcus gordonii, Eikenella corrodens, Capnocytophaga 
sputigena, Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii, Eubacterium saburreum, 
Porphyromonas gingivalis, Treponema socranskii, Streptococcus mitis, Gemella morbillorum 
e Campylobacter rectus, estiveram acima de 105 bactérias por caso. 
 Já após o PQM, 34 espécies diferentes foram encontradas em alta concentração 
(>105), sendo Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii, Streptococcus mutans, 






















































Figura 1 – Bactérias detectadas por meio do checkerboard nas coletas iniciais dos 
canais radiculares de pacientes pertencentes ao grupo com obesidade 
(GO). 
Frequência e nível de DNA *1<105 , 2=105,3 105 –106, 4=106, 5 >106 
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 Figura 2 – Bactérias detectadas por meio do checkerboard nas coletas após PQM de 
pacientes pertencentes ao grupo com obesidade (GO). 
 




5.2.1.2. Grupo de pacientes tabagistas (GT) 
 
Diversidade e abundância antes do PQM. As bactérias mais frequentemente 
encontradas foram: Prevotella nigrescens (10/10, 100%), Actinomyces israelii (10/10, 100%), 
Eubacterium nodatum (10/10, 100%), Enterococcus faecium (10/10, 100%), Enterococcus 
hirae (10/10, 100%), Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii (9/10, 90%), como mostra a 
Figura 3. Após o preparo químico-mecânico, as bactérias mais frequentes foram: Actinomyces 
oris (4/10, 40%) e Porphyromonas gingivalis (4/10, 40%) (Figura 4). 
Antes do tratamento, 38 das bactérias pesquisadas foram encontradas, mas não em 
todos os casos, em altas concentrações (>105). As concentrações mais altas foram de Dialister 
pneumosintes, Campylobacter showae, Neisseria mucosa, Veillonella parvula, Enterococcus 
hirae, Enterococcus faecium, Eubacterium nodatum, Actinomyces israelii, Prevotella 
nigrescens. Após o PQM, 30 espécies diferentes foram encontradas, sendo Fusobacterium 
nucleatum subsp. vincentii, Prevotella intermedia, Eubacterium nodatum, Campylobacter 
rectus, Eubacterium saburreum, Porphyromonas endodontalis, Streptococcus mitis, 
Streptococcus intermedius, Streptococcus gordonii, Tannerella forsythia e Actinomyces oris 





















Figura 3 – Bactérias detectadas por meio do checkerboard. Nas coletas iniciais dos 
canais    radiculares de pacientes pertencentes ao grupo tabagista (GT). 
 



















































Figura 4 – Bactérias detectadas por meio do checkerboard na coleta após PQM de pacientes 
pertencentes  ao grupo tabagista (GT). 
 
Frequência e nível de DNA *1<105 , 2=105,3 105 –106, 4=106, 5 >106 
5.2.1.3. Grupo de Pacientes de Estilo de Vida Saudável (GT) 
 















































Antes do tratamento endodôntico, as bactérias mais frequentes foram: 
Enterococcus faecalis (8/10 casos, 80%) e Campylobacter rectus (7/10, 70%) (Figura 5).  
Após o PQM, as bactérias mais frequentes foram: Enterococcus hirae (5/10, 
50%), Veillonella parvula (4/10, 40%), Porphyromonas endodontalis (4/10, 40%), e 
Filifactor alocis (4/10, 40%) (Figura 6). 
Antes do tratamento, 37 das bactérias pesquisadas foram encontradas, mas não em 
todos os casos, em altas concentrações (>105). As concentrações mais altas foram de 
Eubacterium nodatum, Staphylococcus epidermidis, Prevotella melaninogenica, 
Streptococcus mitis, Filifactor alocis, Treponema socranskii, Eubacterium saburreum, 
Actinomyces oris, Prevotella nigrescens, Streptococcus gordonii, Tannerella forsythia, 
Capnocytophaga sputigena, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii, Veillonella parvula, 
Porphyromonas endodontalis, Streptococcus oralis, Fusobacterium periodonticum, Neisseria 
mucosa, Capnocytophaga gingivalis, Campylobacter rectus e Enterococcus faecalis.  
Após o PQM, 38 espécies diferentes foram encontradas, sendo Campylobacter 
rectus, Eubacterium saburreum, Actinomyces oris, Streptococcus gordonii, Tannerella 
forsythia, Fusobacterium nucleatum ss. vincentii, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 
Capnocytophaga gingivalis, Staphylococcus epidermidis, Veillonella parvula e Enterococcus 




Figura 5 – Bactérias detectadas por meio do checkerboard nas coletas iniciais dos 
canais radiculares de pacientes pertencentes ao grupo de estilo de vida 
saudável (GS). 
 
Frequência e nível de DNA *1<105 , 2=105,3 105 –106, 4=106, 5 >106 
 
 
















































 Figura 6 – Bactérias detectadas por meio do checkerboard nas coletas após PQM de 
pacientes pertencentes ao grupo de estilo de vida saudável (GS). 
 
Frequência e nível de DNA *1<105 , 2=105,3 105 –106, 4=106, 5 >106 
 



















































































5.2.2 Microrganismos Identificados pelo Nested PCR  
 
 
5.2.2.1. Grupo de Pacientes com Obesidade (GO) 
 
Dentre as bactérias investigadas, as mais frequentes antes do tratamento 
endodôntico foram: Enterococcus faecalis (9/10 casos, 90%), Fusobacterium nucleatum (6/10 
casos, 60%), Porphyromonas gingivalis (5/10 casos, 50%), como mostra a Figura 7A. Após o 
PQM, as bactérias encontradas foram: Fusobacterium nucleatum (7/10 casos, 70%), 
Enterococcus faecalis (3/10 casos, 30%), Filifactor alocis (1/10 casos, 10%) (Figura 7B). 
 
Figura 7 – Bactérias detectadas nas coletas iniciais (A) e após o PQM (B) dos canais 
radiculares de pacientes do grupo de obesos por meio do Nested PCR.  

























































 T. socranskii 
5.2.2.2. Grupo dos pacientes tabagistas (GT) 
  
As bactérias mais frequentemente encontradas foram: Filifactor alocis (9/10, 
90%), Fusobacterium nucleatum (8/10, 80%), Enterococcus faecalis (7/10, 70%), 
Porphyromonas gingivalis (6/10, 60%), como mostra a Figura 8A. Após PQM as bactérias 
encontradas foram: Filifactor alocis (3/10, 30%), Fusobacterium nucleatum (2/10 casos, 
20%) (Figura 8B).  
 
Figura 8- Bactérias detectadas nas coletas iniciais (A) e após o PQM (B) dos canais 
radiculares de pacientes do grupo de tabagistas por meio do Nested-PCR 




































































5.2.2.3. Grupo de Pacientes de Estilo de Vida Saudável (GS) 
  
Antes do tratamento endodôntico, as bactérias mais frequentemente encontradas 
foram: Enterococcus faecalis (10/10 casos, 100%), Fusobacterium nucleatum (10/10 casos, 
100%), Treponema denticola (9/10 casos, 90%), Treponema socranskii (8/10 casos, 80%), 
como mostra a Figura 9A. Após o PQM, as bactérias mais frequentes foram:  Fusobacterium 
nucleatum (10/10 casos, 100%), Filifactor alocis (6/10, 60%), Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans (2/10, 20%), Porphyromonas endodontalis (2/10, 20%) ( Figura 9B). 
 
Figura 9- Bactérias detectadas nas coletas iniciais (A) e após PQM (B) dos canais radiculares 
de pacientes do grupo de saudáveis por meio do Nested-PCR 


























5.2.3 Distribuição da Microbiota 
  
A microbiota identificada pelos métodos checkerboard e Nested-PCR nos 
diferentes grupos está listada na Tabela 7. Houve uma variação sobre o número máximo de 
espécies, entre os grupos em ambos os métodos de identificação utilizados. O maior número 
de espécies encontradas por meio do checkerboard foram detectadas nos pacientes do GT 













Tabela 7 – Frequência de microrganismos detectados pelo chekerboard e pelo Nested-PCR 
  Checkerboard 
  Gram-positivos Gram-negativos Anaeróbios Facultativos Cocos Bastonetes Número máx. de espécies 
GO Inicial 4.2 5.8 6.3 3.7 3.2 6.8 10 PQM 3.3 3.5 4.2 2.6 2.1 4.7 6.8 
GT Inicial 8.7 10.1 12 6.8 6 12.4 18.8 PQM 2.3 3.3 3.8 1.8 1.4 4.4 5.6 
GS Inicial 6.5 11 11.2 6.3 5.1 12 17.5 PQM 3.6 4.5 4.2 3.9 3 4.9 8.1 
 
 
  Nested - PCR 
  Gram-positivos Gram-negativos Anaeróbios Facultativos Cocos Bastonetes Número máx. de espécies 
GO Inicial 1.5 3.0 3.3 1.2 1.1 3.4 4.5 PQM 0.4 0.7 0.8 0.3 0.3 0.8 1.1 
GT Inicial 2.1 4.3 5.5 0.9 1.2 5.2 6.4 PQM 0.3 0.2 0.5 0 0 0.5 0.5 
GS Inicial 2.6 7.2 8.1 1.7 1.8 8 9.8 PQM 0.8 1.8 2.4 0.2 0.1 2.5 2.6 
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5.3 Quantificação de LPS 
 
O ensaio LAL indicou que endotoxinas estavam presentes em 100% dos canais 
radiculares investigados (30/30), com um valor mediano de 32,6 EU / mL. 
A análise quantitativa dos resultados do conteúdo endotóxico mostrou que existiu 
uma redução significativa após o PQM nos grupos de pacientes do GO e do GT (p<0,05). Os 
pacientes do GS apresentaram redução de LPS após PQM, porém sem diferença estatística. 
Além disso, os resultados mostraram que pacientes do GO apresentam maiores níveis de LPS 
iniciais, quando comparados com pacientes do GT e do GS (p<0,05). Os valores das médias e 
desvio padrão de endotoxinas (EU/ml) obtidos são apresentados na Tabela 8. 
 





GO – Grupo de obesos; GT – Grupo de tabagistas; GS – Grupo controle; Inicial – coleta inicial; Final – 
coleta após preparo químico-mecânico. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatisticamente 
significante entre os grupos; letras minúsculas diferentes indicam diferença significativa entre as coletas do 
canal nos diferentes tempos clínicos (p<0,05). 
 
5.4 Associações da Microbiota e Aspectos Clínicos e Radiográficos 
 
Associações positivas e negativas de espécies bacterianas investigadas pelo 
checkerboard e sinais e sintomas clínicos foram encontrados (Tabela 9). No GO, houve uma 
associação positiva entre a presença de Dialister pneumosintes e dentes multirradiculares 
(p<0,05). No GT, a presença de Capnocytophaga gingivalis foi associada positivamente a 
dentes monorradiculares e negativamente a dentes multirradiculares. Nos pacientes do GS 
Treponema socranskii, Eubacterium saburreum, Actinomyces oris, Treponema denticola, 
Streptococcus gordonii, Eikenella corrodens, Capnocytophaga sputigena,Gemella 
morbillorum foram positivamente associados a canais radiculares que se apresentavam 
clinicamente secos (sem a presença de exsudato), assim como Porphyromonas endodontalis e 
Filifactor alocis foram negativamente associados a canais com a presença de exsudato e 
sensibilidade ao teste de percussão (p<0,05). 
 
 
GO GT GS 
Inicial 75,32 (125,63)Aa 15,24 (24,87)Ba 7,29 (13,85)Ba 
Final 1,24 (1,92)Ab 0,48 (1,33)Ab 0,459 (0,82)Aa 
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Tabela 9 – Associações positivas e negativas entre as espécies bacterianas e as características 
clínicas observados.  
Grupo Bactéria Sinais e sintomas p ODDS 
Tabagistas Capnocytophaga gingivalis Dente monorradicular 0,048 6       
Saudáveis Treponema Socranskii Canal seco 0,048 6       
Saudáveis Eubacterium saburreum Canal seco 0,048 6       
Saudáveis Actinomyces oris Canal seco 0,048 6       
Saudáveis Treponema denticola Canal seco 0,048 6       
Saudáveis Streptococcus gordonii Canal seco 0,048 6       
Saudáveis Eikenella corrodens Canal seco 0,048 6       
Saudáveis Gemella morbillorum Canal seco 0,048 6       
Saudáveis Capnocytophaga sputigena Canal seco 0,048 6       
Obesos Dialister pneumosintes Dente multirradicular 0,005 3       
Saudáveis Campylobater rectus Canal seco 0,033 0,25   
Tabagistas Enterococcus faecalis Sinais de microinfiltração 0,048 0,2     
Tabagistas Streptococcus intermedius Sinais de microinfiltração 0,048 0,2     
Saudáveis Porphyromonas endodontalis Sensibilidade à percussão 0,033 0,143 
Saudáveis Porphyromonas endodontalis Presença de exsudato 0,033 0,143 
Saudáveis Filifactor alocis Sensibilidade à percussão 0,033 0,143 
Saudáveis Filifactor alocis Presença de exsudato 0,033 0,143 
Tabagistas Capnocytophaga gingivalis Dente multirradicular 0,045 0,028 
Associações positivas  ODDS ≥ 2; Associaçoes negativas ODDS ≤0,5 
 
5.5 Associações do LPS a  Microbiota e Aspectos Clínicos e Radiográficos 
  
Correlação positiva entre a quantidade de LPS nos pacientes do GT com a 
quantidade de espécies anaeróbias encontradas pelo Nested PCR (p=0,0462). Não houve 
correlação com os aspectos clínicos e radiográficos.  
Os grupos de pacientes do GO e GS não apresentaram correlações positivas e 









Todos os pacientes retornaram ao consultório após 12 meses para avaliação 
clínica e radiográfica. Os dados da proservação estão apresentados na tabela 10.  
No pacientes do GO 40% (4/10) apresentaram cura completa, ou seja, a ausência 
de sinais e sintomas e regressão total de lesão radiolúcida apical. Nos outros 60% (6/10) 
indivíduos, no momento da proservação, havia ainda uma área radiolúcida em regressão na 
região periapical.  
Metade dos pacientes do GT apresentou cura completa periapical 50% (5/10) e a 
outra metade cura incompleta 50% (5/10). Por fim, os pacientes GS 90% (9/10) tiveram cura 
completa na lesão periapical e 10% (1/10) cura incompleta.  
   
Tabela 10 – Proservação do tratamento endodôntico dos  pacientes com obesidade, tabagistas 
e saudáveis após o controle clínico e radiográfico de 12 meses.  
Grupos            Sinais de cura                                 Doença 
                                       Completa             Incompleta  
GO                          4                             6                       0 
GT 5                             5                       0 
GS 9                             1                       0 
 
Foi possível observar, comparando os grupos em relação ao reparo: GO e GT= 
sem diferença; GO e GS p= 0,0286 e GTe GS = sem diferença. 
Nenhum paciente independente da cura incompleta apresentou sinais clínicos da 












6 DISCUSSÃO  
  
O perfil da microbiota em casos de PA assintomática em pacientes com obesidade 
e pacientes tabagistas não havia sido pesquisado até o momento. O estudo descreveu  a 
microbiota em periodontite apical assintomática encontrada no grupo de  pacientes com 
obesidade e tabagistas. 
 
 
6.1 Composição da Microbiota 
  
Para avaliar o perfil da microbiota em casos de pacientes com obesidades e em 
casos de pacientes tabagistas foram utilizados dois métodos moleculares diferentes. O método 
de checkerboard DNA-DNA hibridization usado neste estudo teve uma clara vantagem de 
permitir uma análise semi-quantitativa das espécies bacterianas avaliadas, sendo capaz de 
hibridizar grandes números de amostras contra grandes números de sondas de DNA ao 
mesmo tempo. A técnica de  checkerboard apresenta limitações, uma vez que  detecta apenas 
espécies para as quais foram preparadas sondas de DNA. Deste modo, a detecção de novos 
agentes patogênicos ou espécies que compõem a microbiota oral são importantes para a 
compreensão da infecção endodôntica havendo portanto a necessidade de métodos 
moleculares mais abertos. Apresenta também  outra limitação que é a necessidade de uma 
maior quantidade de DNA para detecção em comparação com outros métodos, como a reação 
em cadeia da polimerase-PCR (Socransky et al., 1994; Haffajee et al. 1997; Sassone et al., 
2008a,b). Por isso, a análise também foi realizada pelo Nested-PCR. A técnica de reação em 
cadeia da polimerase (PCR) é apontada como uma das mais sensíveis dos métodos de 
diagnóstico molecular por não necessitar de grandes amostras de DNA, todavia, não permite a 
quantificação microbiana. Para aumentar a sensibilidade do estudo, utilizou-se o Nested-PCR, 
utilizando o produto de uma amplificação primária por PCR como modelo e gerando uma 
segunda reação de PCR. 
O número de espécies microbianas entre os métodos de checkerboard e Nested-
PCR no grupo de pacientes saudáveis foi mantida antes e após o preparo do sistema de canais. 
No grupo de obesos e no grupo de tabagistas essa manutenção não foi mantida. 
O número máximo de espécies no checkerboard presente no início da coleta e 
após o PQM no GO (10a/6.8p espécies), GT (18.8a/5.6p espécies) e GS (17.5a/8.1p espécies) 
foi claramente reduzido após PQM. Siqueira et al. (2000), embora não separando a amostra 
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quanto aos fatores de risco, localizaram também uma média de 1 a 17 espécies na coleta 
inicial quando o método checkerboard foi utilizado em dentes acometidos com infecção 
endodôntica primária. Na coleta inicial dos canais, as bactérias Gram-negativas selecionadas 
predominaram no GS (11/17.5) e GT (10.1/18.8). Esse predomínio não foi observado 
claramente no GO, uma vez que a presença de Gram-negativos foi 5.8/10. 
 
6.1.1. Grupo de Pacientes com Obesidade (GO) 
  
No presente estudo, o GO apresentou uma predominância pequena de bactérias 
Gram-negativas sobre as bactérias Gram-positivas. No entanto, quando comparamos ao 
estudo de Siqueira e Röças (2005b), Sassone et al. (2008a), os resultados são diferentes 
quanto à prevalência das espécies na infecção endodôntica primária avaliada pelo 
checkerboard. Os estudos listados acima não diferenciaram as amostras quanto aos fatores de 
risco da obesidade nos pacientes escolhidos. A não exclusão de obesos, ou sua inclusão como 
critério de seleção pode ser o responsável pela mudança no perfil encontrado. 
Vários estudos têm demonstrado a relação da obesidade com a DP pela redução 
do fluxo sanguíneo e a liberação de substâncias bioativas, como o TNF-α que atuam sobre as 
endotoxinas (Saito e Shimazoki, 2007; Benguigui et al., 2012; Bertoldi et al., 2013; Shah et 
al., 2015). A obesidade está geralmente associada a bolsas profundas, perda de inserção, 
sangramento à sondagem e acúmulo de placa. Aumento na proporção de Tannerella fortsythia 
(Bacteroides forsythus) é alta em indivíduos extremamente obesos com um IMC > 30 kg/m2 
(Socransky e Haffajee, 2000).  
Neste trabalho, T. forsythia não foi identificada em alta prevalência no GO, talvez 
porque os mesmos não apresentassem DP aparente. 
No GO, foi encontrada uma baixa diversidade de espécies por canal, 
demonstrando a semelhança observada em estudos da DP. Lehmann-Kalata et al. (2018), ao 
estudarem a saliva de mulheres obesas e não obesas caracterizadas pelo IMC, afirmaram que a 
obesidade adquirida pela dieta e sedentarismo por si só gera uma microbiota bucal diferente 
das mulheres não obesas. Wu et al. (2018) observaram que a obesidade apresenta uma 
diversidade e riqueza bacteriana na saliva significativamente menor, quando comparada com 
o grupo dos  não obesos, no entanto, não foram observadas diferenças estatisticamente 
significativas na abundância relativa bacteriana entre os grupos.  
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Gemella morbillorum (Gram–positiva) foi uma espécie bacteriana que apresentou 
alta frequência e com níveis acima de 105 por caso no GO. De acordo com a revisão realizada 
por Narayanan e Vaishnavi (2010) seriam espécies bacterianas presentes na infecção 
endodôntica primária em valores baixos e moderados. Gomes et al. (2008) detectou Gemella 
morbillorum em 41/50 casos de infecção primária avaliados por meio de cultura e PCR, sem 
considerar a obesidade como um dado. Neste estudo, sugere-se que o fator de risco da 
obesidade pode influenciar a presença desta bactéria em alto nível na PA assintomática. 
Campylobacter rectus presente em 70% dos casos, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans 60% e Fusobacterium periodonticum em 60% dos casos são bactérias 
consideradas patógenos periodontais e endodônticos. Estas bactérias foram associadas a 
pacientes com obesidade e periodontite periodontal  crônica quando o biofilme subgengival 
foi analisado com checkerboard (Maciel et al. 2016). Com exceção da bactéria 
Campylobacter rectus em alta concentração, as demais estavam abaixo do nível de 105 por 
caso. Choi et al. (2018) encontraram esses patógenos periodontais na saliva de adultos jovens 
coreanos periodontalmente saudáveis com a concentração semelhante a deste trabalho, 
sugerindo que a dieta pode estar influenciando esses resultados. 
A alta frequência de Enterococcus faecalis, bactéria anaeróbia facultativa, na 
infecção primária endodôntica antes e após PQM, obtida no GO pela técnica de Nested-PCR, 
pode ser decorrente da sensibilidade de identificação desta técnica, que permite a detecção de 
uma baixa quantidade de células (10 à 102). A pesquisa clínica realizada por Gomes et al. 
(2006) corrobora com essa suposição ao evidenciarem a presença de 89% de E. faecalis dos 
canais coletados com infecção endodôntica primária. 
As bactérias Prevotella nigrescens e Parvimonas micra no grupo de obesos, 
identificadas antes e após o preparo de canais com a técnica de checkerboard não foram 
identificadas com o método de Nested-PCR na mesma situação. O resultado pode ser 
decorrente da diminuição da especificidade do método de checkerboard, e estas bactérias 
podem na verdade não serem P.nigrescens e P. micra. 
 
6.1.2 Grupo dos Pacientes Tabagistas (GT) 
  
O meio ambiente oral e a placa dental supragengival são as principais fontes de 
bactérias em infecção do canal radicular (Okayama et al., 2005). Diferenças na microbiota 
endodôntica são altamente prováveis de ser resultado de diferenças na composição da 
microbiota bucal. A colonização da cavidade bucal por uma determinada espécie pode ser 
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influenciada por mecanismo de defesa do hospedeiro, pré-disposição genética e fatores 
ambientais como água, comida, tabagismo, estresse psicológico, doenças infecciosas (Umeda 
et al., 1998). 
Estudos têm demonstrado que a microbiota periodontal de pacientes tabagistas é 
diferente dos não tabagistas (Delima et al. 2010; Kumar et al., 2011; Mason et al., 2015).  Os 
indivíduos tabagistas com DP apresentam maiores níveis de espécies Parvimonas, 
Fusobacterium, Bacteroides, Campylobacter e Porphyromonas e baixo nível de Veillonella, 
Neisseria e Streptococcus (Delima et al., 2010). A microbiota na PA assintomática presente 
no GT mostra que uma das bactérias mais frequentes e em alta concentração foram 
Veillonella parvura e Neisseria mucosa, o que demonstra um comportamento diferente da 
microbiota periodontal. 
As bactérias do complexo vermelho Prevotella, Porphyromonas foram 
identificadas neste estudo de forma frequente no canal radicular do GT. Essas bactérias são 
consideradas patógenos endodônticos da infecção primária endodôntica. (Siqueira et al., 
2005b). 
A presença após o PQM no GT das bactérias Porphyromonas gengivalis e 
Porphyromonas endodontalis, podem estar associadas ao ínicio e progressão da doença 
endodôntica. Esta espécies também encontradas na placa periodontal, sugerem a sua 
participação no biofilme da placa e poderiam ter forte influência para o monitoramento da  DP 
de tabagistas (Kumar et al., 2011; Delima et al., 2010). Mason et al. (2015) encontraram na 
microbiota de tabagistas maior prevalência de anaeróbios do que aeróbios. Nosso estud 
observou também a maior prevalência de anaeróbios. 
A presença de espécies de Fusobacterium no GT identificados antes e após o 
PQM por ambos os métodos pode ser explicada porque esta espécie atua como ponte, 
possibilitando a coadesão entre a colonização precoce e tardia de patógenos (Mason et al., 
2015). 
Tannerella forsythia foi o primeiro patógeno periodontal a ser identificado em 
endodontia (Conrads et al.,1997). A alta concentração identificada nesse grupo após o PQM  
pode ser decorrente da localização e da densidade de T. forsythia estar intimamente 
associadas com as de Porphyromonas gengivalis (Rajakaruna et al., 2018). 
A alta frequência de Filifactor alocis, encontrada no Nested-PCR, pode ser 
explicada pelo estresse oxidativo presente em pacientes tabagistas (Aruni et al., 2011). 
Siqueira et al. (2004) considera essa bactéria como sendo um patógeno endodôntico putativo, 
confirmando a sua presença nos terços apicais de canais radiculares infectados e associados à 
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lesão óssea periapical, identificados por PCR. 
Parvimonas micra identificadas no GT antes do preparo de canais com a técnica 
Nested-PCR não foram identificadas no método de checkerboard, provavelmente por sua 
concentração em número de células ser pequena. 
 
 
6.1.3. Grupo de Pacientes de Estilo de Vida Saudável (GS) 
 
O estilo de vida é medido por meio de perguntas sobre hábitos relacionados ao 
tabaco, atividade física, hábitos alimentares e consumo de álcool (Abel, 1991). Uma vida 
saudável deveria ser mais estudada, uma vez que afeta a frequência de DP (Gundala e Chava, 
2010). 
A alta diversidade bacteriana no canal radicular presente nos pacientes de estilo de 
vida saudável (GS), comparada aos pacientes tabagistas (GT) no checkerboard, não pode ser 
comparada com o estudo de Kumar et al. (2011), que observaram uma diminuição na 
diversidade bacteriana no habitat marginal e submarginal após 7 dias do desenvolvimento da 
placa em pacientes tabagistas avaliados por meio do PCR. O habitat diferente, fatores 
nutricionais, tensão do oxigênio, não permitem comparação direta entre a DP e PA 
assintomática. 
A alta concentração Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga gingivalis, 
Eubacterium nodatum nos pacientes do GS, os quais correspondem a vários filotipos não 
cultivados e que podem não ser reconhecidos como patógenos endodônticos (Sakamoto et 
al.;2006),  provavelmente, desempenham um papel na patogênese da  PA. 
Em pacientes do GS, a diminuição após tratamento endodôntico da concentração 
de Filifactor alocis, que estava em altas concentrações antes do PQM, pode ser explicada pelo 
requerimento gasoso desta bactéria. A entrada de oxigênio após a abertura do acesso por si só 
diminuiria o número dessa bactéria. De acordo, com Aruni et al. (2011), F. alocis é um 
anaeróbio obrigatório Gram-positivo, cujo crescimento in vitro demonstrou ser estimulado 
pelo estresse oxidativo.  
A presença de patógenos periodontais do complexo vermelho (exemplo, 
Treponema denticola) em 90% dos casos de pacientes do GS pode estar associado aos 
sintomas clínicos de sensibilidade à percussão e dor à palpação, de acordo com Gomes et al. 
(2007). No entanto, foi encontrada no nosso estudo uma correlação negativa no grupo de 
pacientes saudáveis entre a bactéria Treponema denticola e sensibilidade à percussão e 
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presença de exsudato.  
A alta prevalência das bactérias Fusobacterium nucleatum e Treponema 
socranskii, identificada na DP de pacientes não fumantes (Delima et al., 2010, Kumar et al., 
2011), foi também observada na doença endodôntica primária nesse estudo em pacientes 
saudáveis antes e após PQM. Siqueira e Rôças (2005b) sugerem que a presença de Treponema 
socranskii pode estar envolvida na patogenicidade de diferentes formas de lesões 
perirradiculares. 
 
6.2 Associações da Microbiota e Aspectos Clínicos e Radiográficos 
  
Associações positivas e negativas de espécies investigadas pelo checkerboard e 
sinais e sintomas clínicos foram encontrados.  
Os pacientes do GO apresentaram uma associação positiva entre a presença de 
Dialister pneumosintes e dentes multirradiculares (p<0,05). Esta bactéria de difícil cultivo, 
Gram-negativa, assacarolítica e obrigatoriamente anaeróbia, foi identificada primeiramente 
em canais infectados de humanos pelo estudo de Siqueira e Rôças (2002), utilizando a técnica 
de PCR. A sua presença nesse estudo não foi correlacionada com nenhum sinal e sintoma 
específico endodôntico. Gomes et al. (2006) quantificaram por Real-Time PCR esta bactéria e 
observaram níveis elevados em fumantes com DP. Rôças e Siqueira (2006) associaram sua 
presença com a PA, demonstrando a associação positiva desta bactéria com T. denticola e P. 
endodontalis, bactérias estas caracterizadas como possíveis patógenos da doença endodôntica. 
É relevante observar que nesse estudo a presença, no grupo de obesos, da espécie Dialister 
pneumosintes, em alta concentração (105 a 106 células bacterianas), poderia ter influência no 
alto nível de LPS presente inicialmente neste grupo (Siqueira e Rôças, 2002). 
Pacientes do GT apresentaram Capnocytophaga gingivalis, foi associada 
positivamente a dentes monorradiculares.  
Pacientes do GS apresentaram associações positivas das bactérias Treponema 
Socranskii, Eubacterium saburreum, Actinomyces oris, Treponema denticola, Streptococcus 
gordonii, Eikenella corrodens, Gemella morbillorum, Capnocytophaga sputigena e 
Campylobacter rectus a canais radiculares que se apresentavam clinicamente secos (sem a 
presença de exsudato). O estudo de Gomes et al. (2008), em dentes com PA assintomática, 
corrobora com nossos resultados ao demonstrar apenas  a bactéria P. nigrescens associada 




6.3 Quantificação de LPS 
  
As investigações de endotoxina em infecção endodôntica primária mostraram 
forte correlação entre o lipopolissacarídeo (LPS) de bactériasbucaise a presença de PA em 
decorrência à alta atividade tóxica da endotoxina no periápice (Martinho e Gomes, 2008; 
Gomes et al., 2009; Horiba et al., 1991).   
A análise quantitativa dos resultados do conteúdo endotóxico mostrou que existe 
uma redução significativa após o PQM nos grupos de pacientes GO e do GT, no entanto, não 
foi possível observar uma redução significativa no grupo de pacientes saudáveis (p<0,05).  
A média do nível de LPS encontrado no GS de 7,29 EU/ml no início do 
tratamento endodôntico talvez não tenha sido suficiente para a observação de redução em 
comparação aos outros grupos. 
Os pacientes do GO apresentaram maior nível inicial de LPS (75,32 EU/ml), 
quando comparados com GT e GS (p<0,05). Isso pode acontecer em razão de a obesidade 
estar associada a uma inflamação metabólica crônica e de baixo grau. Dietas ricas em ácidos 
graxos saturados levam a um desequilíbrio microbiano. Essa alteração na microbiota afeta a 
liberação sistêmica de lipopolissacarídeos (LPS) da membrana externa de bactérias Gram-
negativas (Teixeira et al., 2012). Ao ativar membros da família de receptores Toll-like (TLR), 
essas endotoxinas promovem a síntese de citocinas pró-inflamatórias em vários tecidos (Wang 
et al., 2009). Cardoso et al. (2015) relacionou quantidade de LPS e volume da lesão apical, 
confirmando uma das características clínicas dos pacientes obesos em ter no estudo a média 
maior de volume de lesão, decorrente do maior nível de LPS inicial. 
Os pacientes do GT apresentaram uma correlação (p=0,0462) dos níveis iniciais 
do conteúdo endotóxico com a presença de bactérias Gram-negativas e anaeróbias estritas 
investigadas pelo Nested-PCR. As espécies anaeróbias em fumantes são favorecidas por haver 
maior quantidade de CO2 e menor quantidade de O2, decorrente da redução do fluxo 
sanguíneo nestes pacientes, que restringem o suprimento de nutrientes, o que contribuiria para 
a morte celular destas bactérias dentro do canal radicular, aumentando assim a produção de 
endotoxinas (Lopéz-Lopéz et al., 2012). 
A redução significativa de LPS nos pacientes do GO e GT após o PQM 
independente da substância química utilizada NaOCl ou CHX foi a esperada . Embora não 
avaliando obesidade e tabagismo vários estudos comprovam essa ação pelo PQM (Schein e 
Schilder, 1975; Martinho et al., 2008,2010b; Oliveira et al., 2012; Souza et al., 2014). Este 
trabalho utilizou como substância química auxiliar CHX gel a 2%, e EDTA a 17%. O uso de 
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EDTA impedindo a colonização de bactérias Gram-negativas após o preparo do canal 
radicular pode ter influenciado na redução de LPS nesses grupos (Martinho et al., 2010b). 
Marinho et al. (2014) não observaram a vantagem do uso de EDTA a 17% após o preparo 
químico mecânico. 
A outra possibilidade da redução de LPS significativamente no estudo após o 
preparo químico mecânico nos pacientes do GO e de GT poderia estar associado à ampliação 
foraminal, realizada durante o tratamento endodôntico. Todos os grupos foram preparados 
com lima Reciproc #40 (40.06) em movimento reciprocante, com a técnica descrita pelo 
fabricante (VDW-Munich, Alemanha) em forame 0, medida está obtida pelo localizador 
apical Raypex 6 ((VDW-Munich, Alemanha). Supondo que o diâmetro inicial do forame na 
maioria dos casos foi #20 de diâmetro, o aumento da limpeza até 3 diâmetros maiores poderia 
ter ajudado na redução. Entre cada segmento do canal seguindo a técnica do fabricante, a 
substância irrigadora era agitada por inserto ultrassônico Irrisonic 20.01 (Helse, São Carlos, 
SP, Brasil). Ampliação foraminal tem sido reportada como uma necessidade para que a 
substância química irrigadora atinja as porções apicais do canal radicular (Usman et al., 2004; 
Baugh e Walace, 2005; Khademi et al., 2006; Marinho et al., 2012; Rodrigues et al., 2017). 
 
6.4 Associação do LPS a Microbiota e Aspectos Clínicos e Radiográficos 
  
A presença de níveis elevados de LPS no grupo de tabagistas apresentou 
correlação positiva com as bactérias anaeróbias identificadas pela técnica Nested-PCR (p 
0,0462). O predomínio de bactérias Gram-negativas na amostra são as responsáveis pela 
produção de alto nível de LPS (Gomes et al., 2009). O fumante apresenta déficit de oxigênio 
e alta concentração de gás carbônico, o que favorece o crescimento destas bactérias. 
Pacientes do GO e do GS não apresentaram correlação positiva ou negativa de 
LPS e aspectos clínicos e radiográficos. 
Embora a carga endotóxica e a comunidade microbiana ser diferente entre GO e 










Considerando que o objetivo do tratamento endodôntico pode ser definido como a 
eliminação ou prevenção da PA, o sucesso da terapia foi julgado em referência ao processo de 
cura ou da doença (Zuolo et al., 2017). A cura foi agrupada em 2 tipos: i - completa: ausência 
de sinais clínicos de inflamação (dor, edema intra ou extraoral, fístula e perda de função 
mastigatória) e radiográficos de PA e ii - incompleta: devido ao dinamismo do processo de 
reparo, regressão de áreas radiolúcidas em conjunto com ausência de sinais clínicos de 
inflamação ou infecção podem ser interpretados como cura em andamento ou progressão. A 
doença foi considerada como a persistência da PA, mesmo quando sinais clínicos não são 
evidentes ou quando da presença de sinais e sintomas de inflamação ou infecção, mesmo na 
ausência de sinais radiográficos de patologia apical. 
Os pacientes retornaram ao consultório após 12 meses para avaliação clínica e 
radiográfica. A radiografia intraoral continua sendo o método de imagem mais utilizado na 
prática clínica embora com limitação da imagem bi-dimensional observada de um objeto tri-
dimensional(Hamid et al., 2018). 40% (4/10) dos pacientes no GO apresentaram cura 
completa, ou seja, a ausência de sinais e sintomas e regressão total de lesão radiolúcida apical. 
Nos outros 6 (6/10) pacientes, no momento da proservação, havia ainda uma área radiolúcida 
em regressão na região periapical. Uma possibilidade para o atraso no reparo, de acordo com 
Saito e Shimazaki (2007), seria que o fator obesidade influenciaria a resposta imunológica do 
hospedeiro, ao produzir no tecido adiposo substâncias bioativas (adipocitocinas, TNF-œ, etc.) 
que ativam as endotoxinas, induzindo à degradação do periodonto. A outra possibilidade pode 
estar associada ao tamanho da lesão,uma vez que neste grupo apresentada a maior mediana de 
4mm. 
Os efeitos adversos do tabagismo sobre os tecidos de suporte do dente não são 
claros, todavia, incluem redução da microcirculação, disfunção de neutrófilos, produção de 
citocinas pró-inflamatórias e aumento do nível de células T patológicas (Genco e Borgnakke, 
2013; Haffagee e Socranskii, 2009). Grossi et al. (1994, 1995) concluíram que o tabagismo é 
o fator de risco mais potente para a gravidade da periodontite marginal após os fatores de 
idade, placa e cálculo, raça, gênero e doença sistêmica terem sido controlados. Johnson e Hill 
2004, após sua revisão retrospectiva concluíram que os adultos tabagistas têm 
aproximadamente três vezes mais chances que os adultos não tabagistas de ter periodontite 
apical. Essas suposições podem ter influenciado os resultados obtidos na proservação dos 
dentes tratados endodonticamente de pacientes no GT neste estudo. Metade dos pacientes no 
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GT apresentou cura completa periapical (5/10) e a outra metade cura incompleta (5/10). 
Duncan e Pitt Ford (2006) sugerem uma escassez de evidências relacionando o tabagismo 
com doença endodôntica e seu prognóstico, mas sugere uma possível influência do tabagismo 
no prognóstico de dentes tratados endodonticamente em relação a cura tardia pela dificuldade 
da resposta do hospedeiro estar comprometida . No GS, 9 pacientes tiveram cura completa da 
lesão periapical e 1 cura incompleta. Um fator relevante para esse resultado pode ser a 
resposta imunológica do hospedeiro. Embora não houve diminuição numericamente ou 
estatisticamente significante, o LPS não influenciou o reparo.  Enwonwu (1995) salientou que 
as deficiências nutricionais poderiam comprometer a fase da resposta inflamatória e da 
cicatrização de feridas. Esse relato corrobora com os achados desta pesquisa entre obesos e 
saudáveis quanto ao padrão de cura, demonstrando uma diferença estatística significante entre 
eles (p= 0,0286). 
Nenhum paciente apresentou sinais ou sintomas clínicos da permanência da 
























Baseados nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que: 
Principal:  
As comunidades microbianas e conteúdo endotóxico diferem em canais 
radiculares de PA assintomática em pacientes com obesidade e tabagistas e apresentam reparo 
dos tecidos periapicais de forma mais lenta do que os indivíduos não-obesos e não-tabagistas 
(GS). 
   
Específicos: 
1. Pelo método de checkerboard DNA-DNA hybridization, a PA assintomática em 
pacientes com obesidade (GO) e pacientes tabagistas (GT) é heterogênea e apresenta tanto 
bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas, anaeróbias facultativas e estritas. O número 
de espécies presentes por canal nos pacientes do GT é maior do que nos pacientes do GO. As 
bactérias mais prevalentes no GO foram Campylobacter rectus, Gemella morbillorum e 
Fusobacterium nucleatum, no GT, foram Prevotella nigrescens, Actinomyces israelii, 
Eubacterium nodatum e Enterococcus faecalis. 
 
2. Pelo método de Nested-PCR, a PA assintomática no GO e GT é heterogênea e 
apresenta tanto bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas, anaeróbias facultativas e 
estritas. O número de espécies presentes por canal no GT foi semelhante ao GO. As bactérias 
mais prevalentes no GO foram Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum e, no GT, 
foram Filifactor alocis, Fusobacterium nucleatum e E. faecalis. 
 
3. O LPS esteve presente em 100% das amostras dos canais radiculares. O PQM 
reduz significativamente os níveis de LPS da PA assintomática em pacientes com obesidade e 
nos pacientes tabagistas. Além disso, pacientes com obesidade apresentam maiores níveis de 
LPS iniciais, quando comparados com pacientes tabagistas. 
 
4. Os pacientes do GO e GT pelo Nested-PCR apresentaram uma diversidade e 
frequência bacteriana por canal menor do que os pacientes controle (GS). Todos os pacientes 
(30/30) apresentaram alta frequência de Enterococcus faecalis e Fusobacterium nucleatum e 
não foi identificada a bactéria Stteptococcus sobrinus. O nível de LPS no GS foi menor, que 




5. Associações positivas e negativas de espécies bacterianas investigadas pelo 
checkerboard e características clínicas encontradas em todos os grupos e a correlação positiva 
do GT com a quantidade de espécies anaeróbias encontradas pelo Nested-PCR não parecem 
estar sendo responsável pelo reparo dos tecidos periapicais. 
 
6. O grupo dos pacientes com estilo de vida saudável (não-obesos e não-
tabagistas) apresentaram melhores índices de cura em relação ao grupo dos pacientes obesos e 
tabagistas no período de 12 meses. Os pacientes do GO e GT embora não apresentaram cura 
completa da região periapical em 12 meses apresentaram acentuada diminuição da área 
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Estilo de Vida 





Dor Pré-Operatória espontânea 
 
Exame Clínico:  
1. Palpação 
2. Percussão Horizontal e Vertical 
3. Presença de Fístula 





Nível de atividade diária –OMS 
20 minutos diários 3ou+ dias/semana 
Uso de álcool 
≥1 dose por semana 
Uso de Tabaco 













1. Presença de lesão óssea periapical-PA 
2. Assimétrica ou Circunscrita 
3. Extensão /altura em mm 
 
Exsudato do Canal Radicular 








Apêndice 3. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo com obesidade, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
1 
 
A. israelli, C. rectus E. faecalis, P. acnes,  S. 
gordonii, S. intermedius 
 
A. actinomycetencomytans, C. rectus, , E. 
saburreum, P. gingivalis, P. intermedia S.oralis, T. 
socranskii 
 
2 A. actinomycetencomytans, C. rectus, C. gingivalis, 
C. ochracea, D. pneumosintes, E. corrodens, E. saburreum, F. 
alocis,F. nucleatum sp. vincentii, F. periodonticum,, S. 
gordonii, S. mitis, S. oralis 
 
C. rectus, C. sputigena,  P. intermedia, S. oralis 
 
3 A. actinomycetencomytans,  C. rectus,  T. 
socranskii,  V. parvula, E. faecalis, C. ochracea, Fn sp. 
polymorphum, F. periodonticum, S. gordonii, S. mitis, E. 
corrodens, G. morbillorum, P. intermedia 
A. actinomycetencomytans, E. faecalis, D. 
pneumosintes, S. epidermidis, P. acnes, P. melaninogenica, 
S. mitis 
4 
E. faecalis,  F. periodonticum, T. forsythia,  G. 
morbillorum 
E. hirae, E. faecium, E. nodatum, Veilonella 
parvula, A.s oris, P.endodontalis, Ca ochracea, T. forsythia  
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Apêndice 3. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo com obesidade, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
5 
D. pneumosintes, S. oralis 
 
C. ochracea, F. periodonticum, C. sputigena, F. 
alocis 
6 E. nodatum, P. gingivalis,  A. 
actinomycetencomytans,  F. n. sp. vincentii, C. rectus, T. 
socranskii, E. saburreum, P. micra, V. parvula, A. oralis, E. 
faecalis, A. israelli,  Fn sp. polymorphum, C. showae, F. 
periodonticum, T. forsythia,   G. morbillorum, C. sputigena, 
F.alocis. 
 E. hirae, E. faecium, E. nodatum, V. parvula, P. 
nigrescens, A. odontolyticus 
 
7 E. hirae, E. faecium, E. nodatum, P. gingivalis, A. 
actinomycetencomytans, Fn sp vincentii, C. rectus, T. 
socranskii, E. saburreum, V. parvula, S. oralis, C. ochracea, C. 
showea, F. periodonticum, N. mucosa, Fusobacterium 
nucleatum sp nucleatum, T. forsythia, S. epidermidis, S. mitis, 
G. morbillorum, C. sputigena, S. mutans 




Apêndice 3. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo com obesidade, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
8 
E. faecium, E. nodatum, P. gingivalis, C. rectus, T. 
socranskii, E. saburreum, P. endodontalis, S. oralis, C. 
ochracea, S. intermedius, T. denticola, P. nigrescens, C. 
gingivalis, S. mitis, E. corrodens, G. morbillorum 
P. gingivalis, T. socranskii, E. saburreum, P. 
micra, E. faecalis, P. endodontalis, S. oralis, A. israelli, S. 
intermedius, Fn sp nucleatum, S. epidermidus, P. acnes, S. 
mitis, E. corrodens, C. sputigena, P. intermedia 
9 
P. gingivalis, A. Actinomycetencomytans, F.n. sp 
vincentii, C. rectus, T. socranskii, A.israelli, F. periodonticum, 
P. intermedia 
P. gingivalis, T. Socranskii, E. saburreum,E. 
faecalis, D. pneumosintes, P. endodontalis, S. oralis, C. 
ochracea, F. periodonticum, Fn sp nucleatum, S. gordonii, P. 
acnes,  P. melaninogenica, S. mitis,  E. corrodens,  G. 
morbillorum, C. sputigena, F. alocis, S. mutans, P. 
intermedia 
10 
 P. gingivalis, , A. Actinomycetencomytans, E. 
faecalis, S. oralis, P. acnes, P. melaninogenica, S. mitis, G. 





Apêndice 4. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo tabagistas, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
1 
 
E. hirae,  E. faecium, E. nodatum, F.n. sp vincentii,P. 
Endodontalis, P. gingivalis, A. israelli, S. intermedius, P. nigrescens, C. 
gingivalis, S. gordonii, S. epidermidis, P. melaninogenica, E. corrodens, 




E. hirae, E. faecium, E. nodatum, F.n. sp vincentii, P. 
endodontalis, A. israelli, P. nigrescens, S. gordonii, S. epidermidis, C. 
sputigena, P. intermedia  
P. gengivalis, T. socranskii, E. 
saburreum, A. oralis, E. faecalis, P. endodontalis, 
S. oralis, C. ochracea, S. gordonii, T. forsythia, S. 
mitis, E. corrodens, P.intermedia  
3 E. hirae, E. faecium, E. nodatum, P. gengivalis, F.n. sp 
vincentii, V. parvula, A. israelli, P. nigrescens, C. showae, S. 
epidermidis 
E. saburreum, T. denticola, P. 
nigrescens 
4 
E. hirae, E. faecium, E. nodatum, P. gengivalis, F.n. sp 
vincentii, V. parvula, A. israelli, P. nigrescens, C. showae, N. mucosa 
 
5 E. hirae, E. faecium, E. nodatum, P. gengivalis, F.n. sp 
vincentii, V. parvula, A. oris, P. endodontalis, A. israelli, T. denticola, P. 
nigrescens, F.n. sp polymorphum, C. showae, , N. mucosa, F.n. sp 
nucleatum, , C. gingivalis, S. gordonii, S. mutans 
E. nodatum, P. gengivalis, ,  A. 
actinomycetencomytans, C. rectus, C. showae, F. 
periodonticum, , C. gingivalis, S. gordonii, T. 
forsythia, P. acnes 
122 
 
Apêndice 4. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo tabagistas, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
6 E. hirae, E. faecium, E. nodatum, P. gengivalis,  A. 
actinomycetencomytans, F.n. sp vincentii, T. socranskii, E. saburreum, 
V. parvula, A. oris, D. pneumosintes, P. endodontalis, A. israelli, P. 
nigrescens, A. odontolyticus, C. showae, , N. mucosa, F.n. sp nucleatum, 
, C. gingivalis, S. gordonii, S. epidermidis, G. morbillorum, F. alocis, S. 
mutans 
E. nodatum, P. gengivalis, A. 
actinomycetencomytans, F.n. sp vincentii, C. 
rectus, V. parvula, C. sputigena  
7 E. hirae, E. faecium, E. nodatum, P. gengivalis, ,  A. 
actinomycetencomytans, F.n. sp vincentii, T. socranskii, E. saburreum, 
V. parvula, A. oris, E. faecalis, D. pneumosintes, P. endodontalis, A. 
israelli, P. nigrescens, A. odontolyticus, F.n. sp polymorphum, C. 
showae, , N. mucosa, F.n. sp nucleatum, , C. gingivalis, S. gordonii, S. 
epidermidis, G. morbillorum, S. mutans 
A. oris, S. oralis, S. intermedius, T. 
denticola, F.n. sp polymorphum, F. periodonticum, 
, N. mucosa, P. acnes, P. melaninogenica, S. mitis  
8 E. hirae, E. faecium, E. nodatum, P. gengivalis, ,  A. 
actinomycetencomytans, F.n. sp vincentii, T. socranskii, E. saburreum, 
V. parvula, A. oris, E. faecalis, D. pneumosintes, P. endodontaliss, A. 
israelli,  S. intermedius, T. denticola, P. nigrescens,  A. odontolyticus, 
F.n. sp polymorphum, C. showae, , N. mucosa 
A. oralis, P. endodontalis, A. israelli 
123 
 
Apêndice 4. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo tabagistas, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
9 E. hirae, E. faecium, E. nodatum, P. gengivalis, ,  A. 
actinomycetencomytans, F.n. sp vincentii, T. socranskii, E. saburreum, 
V. parvula, A. oris, E. faecalis, P. endodontalis, S. oralis, C. ochracea, 
A. israelli, S. intermedius, T. denticola, P. nigrescens, F. periodonticum, 
, N. mucosa, F.n. sp nucleatum, , C. gingivalis, S. gordonii, T. forsythia, 
S. epidermidis, P. acnes, P. melaninogenica, S. mitis, E. corrodens, G. 
morbillorum, C. sputigena, F. alocis, S. mutans 
S. intermedius, C. gingivalis, S. 
gordonii, T. forsythia 
10 
E. hirae, E. faecium, E. nodatum, P. gengivalis, ,  A. 
actinomycetencomytans, V. parvula, A. oris, E. faecalis, D. 
pneumosintes, P. endodontalis, P. nigrescens C. ochracea, A. israelli, S. 
intermedius, T. denticola, A. odontolyticus, C. showae,  N. mucosa 
P. gengivalis, ,  A. 
actinomycetencomytans, A. oris, E. faecalis, S. 










Apêndice 5. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo saudável, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
1 
 
P. gingivalis, A. actinomycetencomytans, F.n sp vincentii, C. 
rectus, T. socranskii, E. saburreum, P. micra, E. faecalis, D. pneumosintes, P. 
endodontalis, S. oralis, C. ochracea,  A. israelli, S. intermedius, T. denticola, 
F.n. sp polymorphum, F. periodonticum, N. mucosa, F.n. sp mucleatum, C. 
gingivalis, S. gordonii, T. forsythia, P. acnes, P. melaninogenica, S. mitis, E. 
corrodens, G. morbillorum, C. sputigena, F. alocis, P. intermedia 
C. sputigena  
2 
P. gingivalis, A. actinomycetencomytans, F.n sp vincentii, C. 
rectus, T. socranskii,E. saburreum, P. micra, V. parvula, A. oris, E. faecalis, 
P. endodontalis, S. oralis, C. ochracea,  T. denticola, P. nigrescens, C. 
showae, F. periodonticum, N. mucosa, C. gingivalis, S. gordonii, T. forsythia, 
S. epidermidis, P. acnes, P. melaninogenica, , S. mitis, E. corrodens, G. 
morbillorum, C. sputigena, P. intermedia 
E. nodatum, P. gingivalis, A. 
actinomycetencomytans, F.n sp vincentii, 
C. rectus, T. socranskii, E. saburreum, P. 
micra, V. parvula, , A. oris, E. faecalis, P. 
endodontalis, S. oralis, C. ochracea, T. 
denticola,  F. periodonticum, S. gordonii, 
T. forsythia, S. epidermidis, P. acnes, P. 
melaninogenica, , S. mitis, E. corrodens, G. 
Morbillorum. Neisseria mucosa 
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Apêndice 5. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo saudável, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
3 E. nodatum, P. gingivalis, A. actinomycetencomytans, F.n sp 
vincentii, C. rectus, T. socranskii, E. saburreum, V. parvula, , A. oris, E. 
faecalis, P. endodontalis, S. oralis, C. ochracea,  A. israelli, S. intermedius, T. 
denticola, P. nigrescens, F.n. sp polymorphum, F. periodonticum, N. mucosa, 
F.n. sp mucleatum, C. gingivalis, S. gordonii, T. forsythia, S. epidermidis, P. 
acnes P. melaninogenica, , S. mitis, E. corrodens, G. morbillorum, C. 
sputigena, F. alocis, P. intermedia 
E. hirae, E. faecium, V. 
parvula, E. faecalis, P. endodontalis, C. 
ochracea, S. intermedius,  T. denticola, P. 
nigrescens, C. showae, N. mucosa, C. 
gingivalis, S. epidermidis, E. corrodens, C. 
sputigena, F. alocis, S. mutans, P. 
intermedia 
4 
A. odontolyticus, N. mucosa, C. gingivalis, S. epidermidis, E. 
corrodens, C. sputigena, F. alocis, S. mutans, P. intermedia 
E. faecium, E. nodatum, P. 
gingivalis, A. actinomycetencomytans, V. 
parvula, F. alocis, S. mutans, P. 
Intermedia, S. epidermidius, C. sputigena, 
N. mucosa, C. showae, A. odontolyticum, 
C. ocharocea, P. Nigrescens, E. corrodens, 
P. endodontalis 







Apêndice 5. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo saudável, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
6 
E. hirae, C. gingivalis, F. alocis 
E. hirae, V. parvula, P. 
endodontalis, S. oralis, T. denticola, C. 
gingivalis, F. alocis  
7 
E. nodatum, P. gingivalis, A. actinomycetencomytans, F.n sp 
vincentii, C. rectus, V. parvula, E. faecalis, S. oralis, C. ochracea, S. 
intermedius, P. nigrescenses, F. periodonticum, N. mucosa, F.n. sp 
mucleatum, C. gingivalis, P. intermedia 
E. hirae, E. faecium, F.n sp 
vincentii, S. oralis, A. israelli, S. 
intermedius, F. alocis 
8 C. rectus, V. parvula, A. oris, E. faecalis, P. endodontalis, C. 
ochracea 
 
9 E. nodatum, P. gingivalis, A. actinomycetencomytans, F.n sp 
vincentii, C. rectus, T. socranskii, E. saburreum, P. micra, V. parvula, , A. 
oris, E. faecalis, P. endodontallis, S. oralis, C. ochracea, T. denticola,  P. 
nigrescens, A. odontolyticus, C. showae, F. periodonticum, N. mucosa, F.n. sp 
mucleatum, C. gingivalis, S. gordonii, T. forsythia, S. epidermidis, P. acnes, P. 
melaninogenica, , S. mitis, E. corrodens, G. morbillorum, C. sputigena, F. 
alocis 
E. hirae, F.n. sp mucleatum 
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Apêndice 5. Quadro de espécies bacterianas, por caso (n=10) de PA assintomática, nos pacientes do grupo saudável, 
investigadas pelo checkerboard . 
Casos Canal radicular inicial Canal radicular final 
10  E. nodatum, P. gingivalis, A. actinomycetencomytans, F.n sp 
vincentii, C. rectus, T. socranskii, E. saburreum, P. micra, V. parvula, , A. 
oris, E. faecalis, P. endodontalis, S. oralis, T. denticola, P. nigrescens, F. 
periodonticum, N. mucosa, F.n. sp mucleatum, C. gingivalis, S. gordonii, T. 
forsythia, S. epidermidis, P. acnes, E. corrodens, G. morbillorum, C. 
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